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RESUMO
Ao longo dos anos muitos avangos quanto ao estudo do cancer e ao desenvolvimento
de agentes para terapia foram alcancados. Porém, ainda ha caréncia de antineoplasicos
e a grande diversidade dos produtos naturais 0s tornam uma alternativa na busca por
produtos eficazes contra esta doenca. Amparados pela consciéncia da importancia em
expandir o conhecimento a cerca dos produtos vegetais para buscar possiveis agentes
terapéuticos ou avaliar os riscos de aumentar a incidéncia da moléstia, foram estudadas,
com relacdo a citotoxicidade duas espécies vegetais nativas do Brasil: Byrsonima
pachyphylla A. Juss. (Malpighiaceae) e Baccharis trimera (Less.) DC (Asteraceae). A
primeira apresenta potencial quimico e farmacoldgico pouco estudado, enquanto que a
outra é uma espécie de amplo uso tradicional. Para B. pachyphylla foi avaliada a
atividade citotoxica do extrato metandlico das folhas, bem como de suas fracfes
aquosa, acetato de etila e n-butandlica, nas linhagens celulares HepG2
(hepatocarcinoma), SiHa (cancer cervical infectado por HPV-16), C33A (cancer cervical)
e MRC-5 (fibroblasto humano). Para B. trimera foram realizados ensaios com o0s
extratos etandlico 95% e acetato de etila das partes aéreas, e a fracdo EFSBt3 (obtida
por extracdo em fase soélida) nas linhagens HepG2, SiHa, C33-A e MRC5. A fracdo 148
(oriunda de EFSBt3) e o 6leo essencial foram avaliados em HepG2, SiHa, C33-A. As
substancias purificadas tiveram sua citotoxicidade avaliada com ensaios em HepG2 e
MRC-5. Foi observada citotoxicidade com significancia estatistica nos ensaios com B.
pachyphylla apenas com a fracdo aquosa, quando testada em C33A, no entanto,
resultados com extrato metandlico em MRC5 e sua fracdo butandlica em MRC5 e SiHa
sugeriram uma atividade proliferativa. Com relacdo aos ensaios envolvendo B. trimera,
observou-se atividade citotoxica, a excecdo dos testes com as substancias purificadas,

em todas as amostras e com diferentes intensidades.
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1 INTRODUCAO

Ha tempos a domesticacdo e cultura de espécies vegetais com fins
alimentares, bem como a observacao e busca por suas virtudes terapéuticas, tem
sido realizada pela civilizacdo. Apesar dos grandes avancos na medicina, 0S
produtos vegetais com potencial terapéutico tornam-se op¢ao para quem objetiva
recuperar, promover ou manter a saude, tendo em vista a facil obtencao, o baixo
custo e a tradicao.

Substancias de origem vegetal e seus derivados sintéticos integram grande
parcela dos medicamentos utilizados na terapéutica, movimentando o mercado
farmacéutico (LI; VEDERAS, 2009; NEWMAN, CRAGG, 2007). Paradoxalmente
aos altos lucros obtidos pelas empresas, boa parte da populacdo é privada do
acesso aos produtos modernos e, como alternativa, faz uso tradicional das
plantas medicinais (LIMA et al., 2008). Esta realidade evidencia a importancia do
estudo para avaliacdo do potencial terapéutico, seguranca e composicao quimica
das espécies vegetais utilizadas com fins medicinais.

O presente estudo avaliou as atividades citotoxicas de duas espécies
vegetais nativas do Brasil: B. pachyphylla, que possui potencial quimico e
farmacoldgico pouco explorado, e B. trimera, cujo uso tradicional € deveras
amplo.

1.1 Produtos naturais e terapias farmacoldgicas

Ha muito tempo substancias oriundas de produtos naturais sdo opcdes
para o tratamento de diversas doencas. Atualmente, significativa parcela dos
medicamentos disponiveis € derivada, por exemplo, de vertebrados e
invertebrados terrestres, micro-organismos e fontes vegetais, sendo que as

substancias de origem vegetal possuem grande diversidade estrutural, sagrando-



12

se importante fonte para a busca de substancias com potencial terapéutico,
menor toxicidade e maior eficacia, sendo muitas vezes modelos para a obtencao
de novos medicamentos (VARANDA, 2006; BRANDAO et al., 2010).

Com relacdo aos produtos de origem vegetal, grande parcela da populacéo
mundial residente nos paises em desenvolvimento € bastante dependente deles
para os cuidados primarios de saude. Nos paises desenvolvidos, mais de 25% da
populacao utiliza farmacos que foram diretamente extraidos das plantas (MANS et
al., 2000).

N&o obstante, estima-se que 42% dos novos farmacos lancados no mundo
entre janeiro de 1981 e junho de 2006 eram produtos naturais (moléculas
pequenas) e seus derivados ou, ainda, foram inspirados em produtos naturais
como modelos. Portanto, grande parte do faturamento da industria farmacéutica
advém de medicamentos originados de plantas e outros organismos (NEWMAN,
CRAGG, 2007). Paradoxalmente aos altos lucros obtidos pelo mercado,
consideravel parte da populacéo é privada do acesso a estes produtos modernos
e, como alternativa, faz uso tradicional das plantas medicinais (LIMA et al., 2008).

Como exemplo do sucesso de produtos de origem vegetal na terapéutica,
podemos citar os glicosideos cardiotnicos digitoxina e digoxina, encontradas em
certas espécies de Digitalis e alcaloides como a morfina, derivada de Papaver
somniferun L., a partir da qual foram desenvolvidos outros medicamentos como a
codeina (antitussigeno), petidina (analgésico) e o haloperidol (antipscético). De
Cinchona calisaya Weddel se obteve o antiarritimico quinidina e a quinina,
destinada ao tratamento da malaria e responsavel pelo desenvolvimento de
outros medicamentos contra esta doenca, por exemplo cloroquina, mefloquina e

primaquina. Ha ainda copiosos exemplos acerca da obtencdo de produtos
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terapéuticos obtidos a partir de plantas, como a escopolamina, isolado de Datura
stramonium L. e de outras espécies de Solanaceae e que possui propriedade
antiespasmadica, a atropina, isolada de Atropa belladona L. que age como
blogueador colinérgico, a pilocarpina, alcaloide extraido de Pilocarpus jaborandi
Holmes, utilizado no controle da presséo intraocular elevada, a reserpina, isolada
de Rauwolfia serpentina (L.) Benth. ex. Kurz, que detém propriedade hipotensora,
e outros compostos (BARREIRO, 1990).

Alcaloides isolados da vinca, destinados ao tratamento de linfoma de
Hodgkin, sarcoma de Kaposi, bem como o isolamento de paclitaxel (diterpeno) a
partir das cascas de Taxus baccata L. e Taxus brevifolia Nutt, capaz de regredir
canceres de mama e ovario (MANS et al., 2000) e ainda substancias extraidas de
Podophyllum peltatum e P. emodii utilizadas no tratamento de melanomas e
outros (etoposideo), demonstram o prestigio das espécies vegetais como fonte
para a descoberta de compostos que tenham a habilidade de impedir, reverter ou
prevenir o processo carcinogénico (SONG et al.,, 1999; SPORN et al., 2000;
BRANDAO et al.,2010).

A literatura cientifica traz dados experimentais envolvendo 6leos essenciais
de diversas espécies e o perfil citotoxico deles, o que pode ilustrar o potencial
terapéutico de seus componentes. Como exemplo temos o 6leo essencial de
Artemisia indica Willd que, quando avaliada sua citotoxicidade em relacdo a
linhagens de leucemia, cancer de pulméao, de figado e colo, demonstrou inibi¢do
do crescimento celular dependente da concentracdo (RASHID, et. al.; 2013). O
6leo essencial de Xylopia laevigata (Mart.) R. E. Fries, usada popularmente no
Nordeste do Brasil, mostrou-se citotoxico em linhagens tumorais no estudo in

vitro, além de ter inibido cénceres malignos quando no estudo in vivo
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(QUINTANS, et. al.; 2013). Quanto ao Gleo essencial de Plectranthus amboinicus
(Lour.) Spreng, um estudo recente mostrou um marcante efeito quimiopreventivo
sobre metastase em pulmdo quando injetadas células de melanoma
(MANJAMALAL, et al.; 2013). Outros exemplos séo o 6leo essencial das folhas de
Annona sylvatica que inibiu o crescimento de linhagens celulares tumorais
(FORMAGIO, et al.; 2013), o dleo extraido das folhas de Machilus mushaensis,
bem como o de Beilschemiedia erythropholoia que exibiram atividade contra
células cancerigenas de figado, boca, pulmao, colo, melanoma e leucemia (SU,
et. al.; 2013a; SU, et. al.; 2013b ) e o 6leo essencial de Cunninghamia lanceolata
var. Konishii que, por sua vez, foi citotoxico contra células de cancer de pulméo,
boca e figado (SU, et al. 2013c).

O estudo das plantas destinadas a conservacao e recuperacao da saude &
importante ndo apenas no sentido de se encontrar novas terapias, mas também
de esclarecer os riscos a populagdo. Componentes potencialmente prejudiciais
podem acarretar em hepatoxicidade, nefrotoxicidade, efeitos mutagénicos,
proliferativos, dentre outros (JUNIOR et al., 2005).

1.2 Byrsonima pachyphyla A. Juss.

Byrsonima € um dos 71 géneros pertencentes a familia Malpighiaceae e
inclui 150 das cerca de 1.250 espécies pertencentes a familia. Aproximadamente
metade das espécies de Byrsonima sdo encontradas no Brasil distribuidas em
diversas regides, sendo popularmente chamadas “muricis” e diferenciadas por
suas areas de ocorréncia e cores de seus 0rgaos, recebendo, assim,
denominacbes populares especificas e variadas. Ha uma gama de diferentes
usos de cada espécie, dentre 0s quais estdo ornamentacao e matéria-prima para

construcédo civil (GUILHON-SIMPLICIO, PEREIRA, 2011). Existe um consideravel
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consumo sob a forma de alimentos como bebidas e doces (LIMA et al.,2008), além
da apreciacdo dos frutos in natura de espécies como Byrsonima crassifolia e
Byrsonima verbascifolia (VALLILO et al., 2007). H& diversos e variados usos
etnofarmacoldgicos: tratamento de infeccdes na pele e febre (CASTILLO-AVILA et
al., 2009), gastrites, Ulceras gastricas e pépticas, antidiarreico (CARDOSO et al.,
2006) e varios outros. Dentre muitas atividades farmacologicas avaliadas para
espécies de Byrsonima, investigacbes comprovaram, por exemplo, acdo
antifingica e antibacteriana (MICHELIN et al., 2008; MARTINEZ-VAZQUEZ et al.,
1999), antimicobacteriana (HIGUCHI et al.,, 2008), antiprotozoaria para formas
promastigotas de Leishmania mexicana (PERAZA-SANCHEZ et al., 2007),
antioxidante (CASTILLO-AVILA et al., 2009), imunoestimuladora (BONACORSI et
al., 2009), anti-hiperglicémica e anti-hiperlipidémica (PEREZ-GUTIERREZ et al.,
2010), moluscicida, (GUILHON-SIMPLICIO, PEREIRA, 2011), anti-inflamatoria
(MALDINI et al., 2009), espasmogénica (MARTINEZ-VAZQUEZ et al., 1999), anti-
ulcerogénica e antidiarreica (LIMA et al., 2008), efeitos no sistema nervoso central
(CIFLUENTES et al., 2001.), atividade antimutagénica (MENDANHA et al., 2010),
antiproliferativa  (GUILHON-SIMPLICIO, PEREIRA, 2011) e mutagénica
(CARDOSO et al., 2006; SANNOMIYA, CARDOSO, 2007).

Quimicamente, o género Byrsonima apresenta, entre outros metabdlitos
secundarios, flavanonas, flavonois, catequinas, proantocianidinas, biflavonoides,
triterpenos, acido galico e derivados de acido quinico e acido galico (GUILHON-
SIMPLICIO, PEREIRA, 2011; GEISS et al., 1994; MALDINI et al., 2011; GORDON
et al.,, 2011; SANNOMIYA, CARDOSO, 2007; SANNOMIYA et al., 2004; VALLILO et

al., 2007). Alem disso, foram isoladas de algumas espécies substancias pouco
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comuns como triterpenos esterificados com acidos graxos, e naftoquinonas e
catequinas pouco conhecidas (AGUIAR et al., 2005).

Costa (2010) sugeriu a presenca de derivados do acido galico, catequinas

e flavonoides no extrato metandlico bruto das folhas de B. pachyphylla. Além

disso, o trabalho demonstrou a atividade bacteriostatica do extrato metanolico

bruto e de sua fracdo acetato de etila em Bacillus subtilis, Pseudomonas

aeruginosa e Staphylococcus aureus, da fracdo aguosa em P. aeruginosa e da

fracdo butandlica em P. aeruginosa e S. aureus. As fracGes acetato de etila e

butandlica apresentaram atividade bactericida, sendo a primeira em B. subtilis e

S. aureus e a segunda apenas em S. aureus.

Figura 1: Byrsonima pachyphylla A. Jusss
Disponivel em: http://www.ufrgs.br/fitoecologia/florars/open sp.php?img=5013

1.3 Baccharis trimera (Less). DC
Baccharis trimera (Less.) DC. é uma espécie vegetal de amplo uso
tradicional e nativa do Brasil. O género Baccharis € um dos maiores em numero

de espécies na familia Asteraceae, sendo representado por mais de 500


http://www.ufrgs.br/fitoecologia/florars/open_sp.php?img=5013
http://www.ufrgs.br/fitoecologia/florars/open_sp.php?img=5013
http://www.ufrgs.br/fitoecologia/florars/open_sp.php?img=5013
http://www.ufrgs.br/fitoecologia/florars/open_sp.php?img=5013
http://www.ufrgs.br/fitoecologia/florars/open_sp.php?img=5013
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exclusivamente do continente americano, distribuidas desde o sul dos Estados
Unidos da América até a Argentina e Chile (ABAD; BERMEJO, 2007; GIULIANO,
2001). Baccharis trimera (Less.) DC. é um subarbusto perene com caules alados,
dioicismo, 50-80 cm de altura e conhecida popularmente como carqueja,
cargueja-amargosa, carqueja-do-mato, carguejinha, sendo nativa do sul e sudeste
do Brasil (LORENZI; MATOS, 2002).

As indicacdes de uso popular descritas na literatura incluem: digestivo,
tratamento de gastrites e Ulceras, inflamacgfes, reumatismo, diabetes, doencas
renais, doencas hepaticas, doencas do intestino, depurativo do sangue, lepra e
cicatrizacdo de feridas; a forma de preparo mais citada é a infusdo (AGRA et al.,
2007; CORREA, 1931; DIAS et al., 2009; MACEDO et al., 2007; MORS et al.,
2000; NUNES et al., 2003).

Estudos fitoquimicos das partes aéreas da planta resultaram no isolamento
e/ou na identificacdo de diversos metabdlitos secundarios, incluindo: flavonoides
(HERZ et al., 1977; SIMOES-PIRES et al., 2005a; SUTTISRI et al., 1994);
diterpenos, principalmente do tipo clerodanico (GIANELLO et al., 2000; HERZ et
al., 1977; JANUARIO et al., 2004; KUROYANAGI et al., 1985); derivados do
acido quinico (SIMOES-PIRES et al., 2005b); saponinas (GENE et al., 1996);
monoterpenos e sesquiterpenos componentes do 6leo essencial das partes
aéreas (LAGO et al., 2008a; LAGO et al., 2008b; SILVA et al., 2006).

Atividades exibidas por extratos, fragcbes ou substéncias isoladas das
partes aéreas de B. trimera incluem: acbes anti-inflamatoria e analgésica (GENE
et al., 1992); inibicio dos efeitos de venenos de cobras (JANUARIO et al., 2004;
LEITE et al, 2007); acao antimicrobiana em Staphylococcus aureus e

Streptococcus uberis (AVANCINI et al., 2000; AVANCINI et al., 2008; BETONI et
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al., 2006); acéo antiprotozodria em Leishmania amazonensis e Tripanosoma cruzi
(LUIZE et al., 2005); acdo antioxidante; acdo antiulcerogénica (DIAS et al., 2009;
SIMOES-PIRES et al., 2005b); e reducéo do nivel sérico de glicose (OLIVEIRA et
al., 2005).

Durante varios anos acreditou-se que os tricotecenos fossem metabdlitos
sintetizados somente por fungos. No entanto, pesquisas de Verdi e outros
pesquisadores colaboradores (2005), demonstraram que algumas espécies do
género Baccharis biossintetizavam este composto. Tricotecenos sdo epoéxidos
sesquiterpenoides com vasta atividade bioldégica e que possuem potencial
importancia no desenvolvimento de produtos contra o cancer (GROVEY, 2007).

B. trimera ndo mostrou atividade mutagénica quando foi investigado o
produto de infusdes de cladodios em células de medula 6ssea de ratos (PERON,
2008). Foi demonstrado que o produto da infusdo (cha) das folhas de B. trimera
possui efeito mutagénico dependente de dose em células vegetais e humanas.
Quando em menor dose, causou aumento de anomalias no ciclo mitético das
células da raiz de Allium cepa, e em dose 10 vezes mais concentrada inibiu a
divisao celular, sendo que em ambas doses ocorreram anomalias na interfase.
Além disto, em linfocitos humanos causou anomalias cromossdmicas e néo inibiu
a divisdo celular (PINHO, 2010).

Foi observado efeito antigenotéxico no sangue de ratas adultas submetidas
a tratamento com o extrato aquoso de B. trimera, o que protegeu as células contra
danos oxidativos de acido nucleico induzidos por peroxido de hidrogénio, o que
provavelmente decorre da acdo antioxidante exibida pelo extrato. No mesmo
experimento, pelo Ensaio Cometa n&o foram demonstrados efeitos genotoxicos

no sangue e amostras de figado (RODRIGUES et al., 2009). O trabalho de
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Nakasugi e Komai (1998) demonstrou a atividade antimutagénica do extrato
metandlico das partes aéreas de Baccharis trimera (Less.) DC.

Estudos mostram que o extrato metandlico de B. trimera agiu inibindo a
lipase pancreatica, que € responsavel pela hidrélise dos triacilgliceréis da dieta
culminando em sua absorcéo, de modo a reduzir 0 peso corpoéreo e o colesterol
sérico (UNIVERSIDADE FEDERAL LAVRAS, 2012), além de ter inibido a-
glicosidase e B-glicosidase, que também fora inibida pelo produto de infusdo da
planta (SOUZA et. al., 2011). Observou-se também que seus extratos
apresentaram alto potencial antioxidante e atividade anti-inflamatdria (OLIVEIRA
et al., 2012a). Outro estudo mostra que o extrato aquoso, apesar do efeito
citotoxico na concentracdo testada, provocou a inibicdo da proliferacdo de
linfécitos T (PAUL et al., 2009). Ja o extrato hidroetandlico foi capaz de inibir a
liberacdo de espécies reativas de oxigénio em neutrofilos, tanto em modelos in
vitro quanto in vivo (PADUA et al.; 2010) e, quando administrado a ratas gravidas,
revelou-se toxico para as células dos rins e figado maternos, tendo sido revertidas
tais alteracdes apds cessar o tratamento (GRANCE et al.,, 2008). Pesquisas in
vivo demonstraram que o0 extrato aquoso de Baccharis trimera possui
constituintes capazes de inibirem a via histaminérgica reguladora da secrecéo de
acidos e da bomba de prétons géastrica, o que pode justificar o uso popular para o
alivio das Ulceras (BIONDO et al.,, 2011). Além disso, observou-se atividade
relaxante do musculo vascular liso por acéao de diterpenos clerodanicos (TORRES
et al., 2000).

Com relagéo ao oleo essencial, a literatura relata que 0 mesmo mostrou
atividade inibitoria sobre a diferenciagdo de células neuronais in vitro e reducéo

da sobrevivéncia destas células, além da diminuicdo na proliferagdo de células
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gliais (LOSQUI et al., 2009). Foi observada também atividade esquistossomicida,
tendo ocorrido diminuicdo da motilidade dos parasitos além de mortalidade dos

mesmos (OLIVEIRA et al.; 2012b).

Figura 2: Baccharis trimera (Less.) DC

Disponivel em:
http://www.dbi.ufms.br/pos/baixar.php?arquivo=dissertacoes/Jaqueline%20Cabral%20Vilas%20Bo
as.pdf

1.4 Cancer

O cancer, processo cronico no qual células anormais apresentam um
crescimento desordenado e descontrolado invadindo tecidos e o6rgdos, é
considerado a segunda maior causa de mortes no mundo e sua incidéncia tem
aumentado anualmente (REDDY et al., 2003). O aumento na incidéncia de
canceres € atribuido a interacdo de fatores externos, como habitos, costumes,
estilo de vida e meio ambiente, e fatores internos como a pré-disposicdo genética

(FEUER et al., 2000).

A carcinogénese, processo de formacédo de cancer, se divide em 3 etapas,

sendo: iniciacdo (células normais s@o0 expostas ao agente carcinogénico),


http://www.dbi.ufms.br/pos/baixar.
http://www.dbi.ufms.br/pos/baixar.
http://www.dbi.ufms.br/pos/baixar.php?arquivo=dissertacoes/Jaqueline%20Cabral%20Vilas%20Boas.pdf
http://www.dbi.ufms.br/pos/baixar.php?arquivo=dissertacoes/Jaqueline%20Cabral%20Vilas%20Boas.pdf
http://www.dbi.ufms.br/pos/baixar.php?arquivo=dissertacoes/Jaqueline%20Cabral%20Vilas%20Boas.pdf
http://www.dbi.ufms.br/pos/baixar.php?arquivo=dissertacoes/Jaqueline%20Cabral%20Vilas%20Boas.pdf
http://www.dbi.ufms.br/pos/baixar.php?arquivo=dissertacoes/Jaqueline%20Cabral%20Vilas%20Boas.pdf
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promocado (células ja expostas ao agente persistem e tem inicio a etapa pré-
neoplasica), e progressdo, fase na qual as células jA possuem crescimento
anormal (NERURKAR; RAY, 2010).

Segundo dados da Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer, 12,7
milhdes de novos casos e 7,6 milhdes de mortes em decorréncia do cancer foram
apontadas para o ano de 2008, sendo o cancer de pulm&o o mais comum
(FERLAY et al.,, 2010). Caracterizado como um problema de saude publica, o
cancer atinge paises desenvolvidos e paises em desenvolvimento (BRASIL,
2003). No Brasil, de acordo com o Instituto Nacional de Céancer (INCA), a
estimativa para 2012, também valida para 2013, € de 385 mil novos casos,
excluindo-se o cancer de pele ndo melanoma. Entre as mulheres, segundo a
estimativa, o tipo de cancer mais recorrente sera o de mama enquanto que, entre
os homens, sera o de prostata (INCA, 2011). A Organizacdo Mundial de Saude
estima que em 2030 o numero de mortes em decorréncia do cancer chegara a 17
milhdes, existindo 27 milhdes de casos incidentes da doenca (INCA, 2011).

Células neoplasicas distinguem-se de células normais pela proliferacéo
descontrolada, desdiferenciacdo e perda de funcao, invasividade e metastase. As
alteracdes que levam ao aumento na quantidade das células tumorais decorrem
da inativacdo de genes de supressao tumoral ou da transformacdo de proto-
oncogenes em oncogenes, 0 que € capaz de conferir autonomia de crescimento
nestas células. Alterando sistemas como aqueles dos fatores de crescimento,
transdutores do ciclo celular (ex. ciclinas e quinases dependentes de ciclinas),
expressdo de telomerase, formacdo de vasos sanguineos e mecanismos
apoptoticos, pode ocorrer a multiplicacdo celular descontrolada. Com relacéo a

invasividade, células normais possuem relagdes espaciais umas com as outras
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devido a fatores de sobrevida especificos. Por sua vez, células cancerosas
perdem estas restricbes e, ndo obstante, secretam enzimas capazes de
desintegrarem a matriz extracelular permitindo que elas se movam. Metastases
sdo tumores originados a partir de células liberadas do tumor inicial e que
atingiram outros locais pelos vasos sanguineos ou linfaticos. Células que
metastatizam carregam mudancas geneéticas responsaveis por alterarem as
respostas aos fatores reguladores de tecidos normais, e desta forma se
estabelecem foram de seu local de origem. A diferenciacéo celular € um processo
capaz de regular a expressdo de genes relacionados a fung¢des especificas dos
tecidos, além de controlar a proliferacdo celular. No processo de carcinogénese,
as alteracBes genéticas e epigenéticas resultam na perda da regulacdo sobre a
diferenciacdo e a multiplicacdo celular, de forma que os clones ndo sofrem
diferenciacdo terminal completa e mantém a imortalidade e a capacidade de
resposta ao estimulo proliferativo (NAVES, et al 2000).

Produtos derivados de plantas sdo capazes de exercerem efeitos
citotéxicos, e atualmente hd exemplos que integram o arsenal de farmacos de
combate ao cancer. Os alcaloides da vinca, derivados de Catharanthus roseus
(L.) G. Don, cujos principais membros sao vincristina, vimblastina e vindesina,
ligam-se a tubulina e inibem a polimerizacdo em microtdbulos, impedindo a
formacdo do fuso mitético nas células em divisdo, além de inibirem outras
atividades relacionadas aos microtubulos. Paclitaxel e docetaxel, taxanos
derivados de substancia de Taxus spp, estabilizam os microtibulos no estado
polimerizado. Irinotecano e topotecano (campotecinas), isolados de Campotheca
asuminata, ligam-se a topoisomerase | inibindo-a e interferindo no ciclo celular. A

inibicdo da funcdo mitocondrial e da sintese de DNA por acéo da topoisomerase Il
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caracterizam a atividade do etoposideo, derivado da raiz de Podophyllum
peltatum L. (RANG, et al. 2011).

Ao longo dos anos muitos avangos quanto ao estudo do cancer e ao
desenvolvimento de agentes para terapia contra o cancer foram alcancados.
Porém, ainda ha caréncia de antineoplasicos e a grande diversidade dos produtos
naturais os tornam uma alternativa na busca por produtos eficazes contra esta
doenca (MANS et al., 2000). A notoriedade deste trabalho esta evidenciada pela
importancia de investigar possiveis agentes de combate a incidente doenca
neoplasica, através do estudo de espécies vegetais pouco exploradas quanto a

esta acdo e nativas do Brasil.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivos gerais

Avaliar a atividade citotdxica de derivados vegetais de folhas de Byrsonima
pachyphylla A. Juss. e de partes aéreas de Baccharis trimera (Less.) DC., bem
como de suas fracBes ou substancias purificadas em linhagens de células
humanas tumorais e normal, utlizando a estratégia do Fracionamento
Biomonitorado.
2.2 Objetivos especificos

Avaliar a atividade citotoxica do extrato metanodlico de folhas de B.
pachyphylla e dos extratos etandlico 95% e acetato de etila de B. trimera nas
linhagens tumorais HepG2 (hepatocarcinoma humano), SiHa (cancer cervical
infectado com HPV16) e C33a (cancer cervical), além da linhagem de células

normais MRCS5 (fibroblastos normais de pulm&o humano).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais e equipamentos

Balanca semi-analitica: GEHAKA® modelo BG 200 (max 200g; min 0,025g;
d = 0,001g).

Balanca analitica: MARTE® modelo AY220 (Max 220g; min 0,01; d=0,001).
Aparelho tipo Clevenger para hidrodestilacéo.

Colunas cromatograficas de bancada: coluna de vidro com 1,2 cm de
diametro interno com adaptador para entrada para ar comprimido; coluna
de vidro com 10,5 cm de diametro interno adaptado a sistema de succéo
("vacuo"); coluna de vidro com 3 cm de didmetro interno com adaptador
para entrada para ar comprimido; coluna de vidro com 5 cm de
diametro interno com adaptador para entrada para ar comprimido.

Coluna cromatogréafica CLAE: Hypersil Gold® C18 (250 x 4,6 mm; 5 um).
Coluna cromatogréafica CG: DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 pum).

Cartucho para clean-up: Phenomenex® modelo Strata™ C18 - E (15 x 10

mm; 55 um).

Cromatografia em camada delgada comparativa: Silica Gel 60G aplicada
em placas de vidro de 20 X 20 cm obtendo-se 0,25 mm de espessura.

Apés preparo, as placas foram ativadas por 1h em estufa a 110° C.

Cromatografia em camada delgada preparativa: Silica Gel 60G aplicada
em placa de vidro de 20 X 20 cm obtendo-se 1 mm de espessura. ApGs
preparo, as placas foram ativadas por 1h em estufa a 110° C.

Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia (Shimadzu® Prominence®, modo
analitico), constituido dos seguintes médulos: bomba modelo LC-20AT,

injetor automatico modelo SIL-20, forno de coluna modelo CTO-20A,
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detector de arranjo de diodos modelo SPD-M20A, médulo de comunicacéo
modelo CBM-20A, desgaseificador modelo DGU-20A5. Software para
controle do sistema e aquisicéo e tratamento de dados LCSolution®.
Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (Shimadzu®, modo analitico),
constituido dos seguintes maédulos: bomba modelo LC-10AD, detector UV-
VIS modelo SPD-10A, moédulo de comunicacdo modelo SCL-10A,
desgaseificador modelo DGU-14A. Software para controle do sistema e
aquisicdo e tratamento de dados ClassVP®.

Cromatografo & Gas: Shimadzu® modelo QP2010.

Estufa de secagem e esterilizacdo: FANEM® modelo 320-SE.

Lampada UV: MineraLight® modelo UVSL-25.

UV/Vis: Beckman DV 530, Life Science.

Fases estacionarias para cromatografia em coluna e extragdo em fase
solida:

Silica gel: 0,074-0,250 mm J. T. Baker®; 0,040-0,063 mm MERCK®;

Silica C18: 0,040-0,060 mm LiChroprep®;

Rota evaporador: IKA-DEST® modelo KV 05S3, com banho de
aquecimento QUIMIS®, banho ultratermostatizado (refrigeracdo) QUIMIS®
modelo Q214M3;

Solventes:

CCD, CC, EFS: Qhemis® P.A;

CLAE (incluindo pré-tratamento das amostras): Solventes grau
cromatografico J.T. Baker®;

Agua ultrapura: obtida a partir de purificador Milli Q modelo Synergy®;

Ultrassom: UNIQUE®, modelo USC-2800; frequéncia: 40KHz .
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o Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear: Espectrometro Varian®

INOVA 7,0 T operando a 300 MHz para *H e a 75 MHz para *°C.

e Folin-ciocalteau — Reagente analitico IMBRALAB®.
e Peagametro: MARCONI® modelo MAPA200, série 081390709.
e Balanca analitica: SARTORIUS® modelo TE2145 (Max 210g; min 0,01g)
e Capela: QUIMIS® modelo Q-216-11.
e Estufa bacteriolégica: MARCONI® MA 032
e Solventes: grau PA Qhemis®.
e Microscoépio 6ptico: Olympus® modelo CKX41SF.
e Bancada de fluxo laminar vertical: PACHANE® n° 03505 modelo 050.
e Incubadora de CO,: TECNAL® modelo TE-399.
3.2 Fitoquimica: obtencao de extratos, 6leo essencial, fracdes e substancias
purificadas a partir das espécies vegetais
3.2.1 Byrsonima pachyphylla A. Juss.

A producdo do extrato metandlico e seu fracionamento foram realizados
pelos alunos Giordano Costa e Juliana Bertoldi, do curso de Farmacia-Bioquimica
desta Faculdade, durante o desenvolvimento de seus Trabalhos de Concluséo de
Curso. Detalhes sobre estes métodos podem ser encontrados em COSTA (2010)
e BERTOLDI (2012).
3.2.1.1 Coleta e preparo do material vegetal

O espécime vegetal utilizado neste experimento encontra-se no Campus de
Araraquara da Universidade Estadual Paulista. A exsicata foi depositada no
Herbario do Departamento de Botanica, SPF-IB/USP, sob o registro B.

pachyphylla, Costa s.n., n° 195628. A secagem do material vegetal foi feita a 40°
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C em estufa com circulacdo de ar por 5 dias. O material vegetal seco foi moido
em moinho de facas.
3.2.1.2 Obtencéao do extrato

A extracdo foi realizada por percolacdo com metanol por 24 h. A solucéo
extrativa foi concentrada em evaporador rotativo e, em seguida, seca sob fluxo de
ar em capela e, finalmente, em dessecador com silica gel sob pressao reduzida,
obtendo-se assim o extrato seco.
3.2.1.3 Fracionamento do extrato metanolico

O extrato metanolico seco de B. pachyphylla (10,006 g) foi solubilizado em
uma mistura de 500 mL de agua deionizada e 70 mL de metanol e transferido
para um funil de separacéo. Neste foram adicionados 500 mL de acetato de etila.
A fase acetato de etila foi recolhida em erlenmeyer e a fase aquosa foi extraida
mais duas vezes com 300 mL de acetato de etila em cada etapa. A fase aquosa
resultante das extracbes anteriores foi extraida com 3 por¢cbes de n-butanol,
sendo 2 porgdes de 300 mL cada e 1 porgcao de 220 mL.

As fases n-butandlica e aquosa foram secas em capela a temperatura
ambiente em recipiente de grande superficie de contato. J4 a fase acetato de etila
foi concentrada em rotaevaporador a 45° C. As 3 fracdes foram ainda secas em
dessecador com silica gel sob pressao reduzida e apdés armazenadas em
geladeira.

3.2.2 Baccharis trimera (Less.) DC.

As etapas de obtencéo do extrato de B. trimera e seu fracionamento foram
realizadas pela entdo aluna de mestrado Josiane Clarice Claudino que
desenvolveu o projeto intitulado “Baccharis trimera (Less) DC. estudo fitoquimico

e avaliagdo da citotoxicidade com sulforrodamina B”, também sob orientagéo de
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André Gonzaga dos Santos. A seguir sdo descritos de forma resumida os
métodos relativos ao trabalho Fitoquimico realizado com B. trimera; informag6es
detalhadas podem ser encontradas em CLAUDINO (2013).
3.2.2.1 Coleta e preparo do material vegetal

O material vegetal foi coletado no horto de Plantas Medicinais e Toxicas
“Profa. Dra. Célia Cebrian de Araujo Reais, da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas — UNESP. A secagem do material se deu a 40° C em estufa com
circulacao de ar por 7 dias, sendo o material vegetal seco moido em moinho de
facas.
3.2.2.2 Obtencao dos extratos

A extracdo com etanol 95% foi realizada através do método de maceracgao
a temperatura ambiente e sob agitacdo ocasional, em 3 etapas de 72 h cada. A
massa de droga vegetal utilizada foi de 100,0 g e o volume total de solvente
(dividido nas 3 etapas de extracdo) foi de 1.500 mL. Apds cada etapa, a solucao
extrativa sobrenadante foi separada do material vegetal por filtragdo simples
(papel de filtro), concentrada em rota-evaporador sob presséo reduzida (530-540
atm) a 45° C e seca em capela sob fluxo de ar. Para a extracdo com acetato de
etila foi realizada maceracdo com aquecimento a 35° C, agitacdo ocasional e
renovacao do liquido extrator. Inicialmente foram pesados aproximadamente 500
g de droga vegetal que foi intumescida com 1000 mL de acetato de etila. A seguir
a mesma quantidade de acetato de etila foi adicionada e teve inicio o processo de
extracdo. O procedimento foi repetido por trés vezes (1000 mL por 24 h cada) e
as solugdes extrativas obtidas foram reunidas. Procedeu-se a filtracdo em papel
de filtro e, posteriormente, a solucéo extrativa foi concentrada em rota-evaporador

sob presséao reduzida.
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Previamente ao fracionamento e aos ensaios de citotoxicidade, os extratos
acetato de etila e etandlico foram secos em dessecador com silica gel sob
pressédo reduzida por cerca de 48 h.
3.2.2.3 Fracionamento do extrato acetato de etila por extracdo em fase sélida
(EFS)

As condicdes estabelecidas para a EFS foram: a) amostra - 30 g de extrato
seco; b) fase estacionaria - coluna de vidro de 10,5 cm de diametro, preenchida
com 12 cm de silica gel (63-200 um, Merck); c) fase mével - 1. hexano/acetato de
etila 95:5 (fracbes EFSBt1l e EFSBt2), 2. acetato de etila (fracbes EFSBt3 e
EFSBt4), 3. acetato de etila/metanol (fracbes EFSBt5 e EFSBt6) e 4. metanol
(fracBes EFSBt7 e EFSBLt8); volume por eluente = 1.800 mL; volume coletado por
fracdo = 900 mL.
3.2.2.4 Fracionamento de EFSBt3 e 4 por cromatografia em coluna (CC) e
purificacdo de componentes por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) preparativa

As fragbes EFSBt3 e 4 foram selecionadas para fracionamento devido aos
resultados obtidos nos ensaios de citotoxicidade com EFSBt3. Utilizou-se uma
coluna de vidro de 5 cm de didmetro interno, preenchida com 20 cm de silica gel
(0,040-0,063 mm). Foram adicionados 1.061,2 mg de EFSBt3 e 2.079,4 mg de
EFSBt4. A eluicdo (Vewente: 1000 mL) foi realizada no modo gradiente com
hexano/ acetato de etila/ isopropanol 98:02:00 a (EFSBt3)70:28:02, seguido de
hexano/acetato de etila 50:50, acetato de etila e metanol. Todas as fracdes
obtidas por CC foram secas em capela ou rotaevaporador e, em seguida, em
dessecador com silica gel sob vacuo. Apés foram armazenadas sob refrigeracao

em frascos fechados. As fragGes obtidas foram solubilizadas em acetato de etila
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(5 mg/mL) e submetidas a analise por cromatografia em camada delgada (CCD),
utiizando uma série de eluentes e reveladores quimicos. As condicOes
cromatograficas gerais foram: silica Gel 60G (20 x 20 cm x 0,25 mm); ativacao:
110°C por 1 h.

Tanto o extrato quanto todas as fracbes foram analisados por CLAE-DAD
para obter o perfil cromatogréfico do extrato de Baccharis trimera e das suas
respectivas fracbes. O pré-tratamento dos extratos e fracdes incluiu uma EFS
com silica de fase reversa C18 usando como eluente metanol/agua (95:05 v/v, 5,0
mL), seguida de filtracdo em membrana (0,22 pm, PVDF), secagem e
solubilizacdo em metanol (1 mg/mL). Para analises por CLAE-DAD foi utilizado
um cromatografo Shimadzu Prominence com uma coluna de fase reversa C18
(250 x 4,6 mm; 5 um), gradiente linear de 40-100% metanol/agua (v/v) em 40 min,
mais metanol por 7 min, com vazéo de 0,7 mL/min, Vi, = 20 pL & 35° C e faixa de
deteccao entre 200-700 nm.
3.2.2.5 Obtencéo e andlise do 6leo essencial

Para obtencdo do 6leo essencial, a coleta de B. trimera se deu no periodo
da manha. O 6leo essencial foi obtido através da técnica por arraste a vapor de
agua com utilizacdo de um aparelho do tipo Clevenger. Foram utilizadas 100 g de
partes aéreas de B. trimera em 500 mL de agua deionizada e o tempo de
extracao foi de 4 h. O Gleo essencial foi retirado do aparelho do tipo Clevenger
com hexano que posteriormente foi filtrado com Na,SO, anidro para retirar a agua
residual. ApOs evaporacdo do solvente a temperatura ambiente, foi realizada a
pesagem e calculado o rendimento do 6Oleo essencial que foi armazenado sob

refrigeracao.
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A identificacdo de substancias no 0leo essencial foi realizada por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). As
andlises foram desenvolvidas no CG-EM Shimadzu® modelo QP2010 utilizando
coluna DB-5 (30 m x 0,26 mm; 0,25 um). A programacéao de temperatura foi de 60
a 246 °C/min. Como gas de arraste usou-se He a uma velocidade linear de 1,017
mL/min. O detector utilizado nas analises foi o espectrometro de massas, com
modo de ionizacdo por impacto eletrénico, com energia de ionizacao de 70 eV. Os
espectros de massa obtidos foram comparados com os espectros da biblioteca
NIST e os indices de similaridade entre os espectros foram calculados pelo
software LCSolution. Para identificacdo das substancias do 6leo essencial de B.
trimera foi calculado o indice de Kovats, a partir dos tempos de retencao dos
analitos e dos padrdes de hidrocarbonetos (C9 a C20), que foram comparados
com a literatura (ADAMS, 2007). Os padrbes de hidrocarbonetos foram
analisados sob as mesmas condi¢cdes da amostra.

3.3 Ensaio de citotoxicidade

Um grande desafio tem sido elucidar os componentes ativos existentes nas
espécies vegetais, bem como seus mecanismos de acdo. Sistemas de ensaios
simples, reprodutiveis e sensiveis para o estudo da atividade biolégica de plantas
devem ser selecionados. Estes podem envolver organismos inferiores, alvos
moleculares e culturas de células animais ou humanas. Na avaliacdo da atividade
antitumoral in vitro, a atividade citotéxica dos agentes em culturas de células pode
ser estabelecida por métodos que avaliam as variacdes da morfologia, inibicdo do
metabolismo e a medida da viabilidade celular, a exemplo do ensaio de
sulforrodamina B (MACIEL et al, 2002).

3.3.1 Ensaio de sulforrodamina B (SRB)
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O ensaio de sulforrodamina B € um método rapido, sensivel e barato para
medir o contetdo de proteina celular de culturas aderentes ou em suspensao em
placas de 96-pocos. Para cada linhagem celular foram realizados trés
experimentos independentes, de trés dias cada.

No primeiro dia (pré-incubacédo), apos a retirada do meio de cultivo da
garrafa, foi realizada lavagem com solucédo de Hanks e posteriormente as células
foram tripsinizadas com solucdo de Tipsina-EDTA que desprendeu as células
devido a sua atividade proteolitica sobre as proteinas intercelulares. O contetdo
foi transferido para um tudo Falcon e foi realizada neutralizacdo da tripsina
utilizando-se igual volume de meio suplementado com soro fetal. Todo o contetdo
do tubo foi centrifugado a 1.200 rpm durante 3 min. Posteriormente, o
sobrenadante do tubo foi descartado e o pellet foi suspendido com meio
suplementado com 10% de SFB. Foram colocados 10 pL da suspensao na
camara de Neubauer para a contagem da viabilidade celular através de
microscépio invertido. Ocorreu a homogeneizagcdo da suspenséo celular de modo
a garantir a distribuicdo adequada de células nos pocos. A concentracdo utilizada
foi equivalente a 1,5 x 10* células/mL (meio enriquecido com soro fetal bovino, o
qual complementa o meio de cultura fornecendo fatores de crescimento e
nutrientes). As placas com as células (100 pL/poc¢o) nas cinco primeiras linhas e
com auséncia de células nas ultimas 3 linhas foram entéo pré-incubadas por 24 h
a 37° C na estufa com 5% de CO,.

No segundo dia, o meio metabolizado foi descartado e, em seguida,
realizou-se o tratamento. Foram adicionados o0 meio com as amostras teste

(extrato e fragdes solubilizadas em dimetilsulféxido) e os controles.



34

No terceiro dia, em cada poc¢o foram adicionados 50 pL de solucéo fixadora
(acido tricloroacético 50%, 4° C) sobre o meio de cultura e a placa foi incubada
por 1 h a 4° C. ApGs esta etapa a placa foi lavada com agua para remocao do
acido tricloroacético (TCA), proteinas do soro e metabdlitos e entdo seca sob
fluxo de ar. Posteriormente, 50 pL da solu¢do de sulforrodamina B foram
adicionados a cada poco da placa (ao abrigo da luz) e deixados em repouso a
temperatura ambiente pelo tempo de 20 min. O corante foi descartado e a solucéo
de lavagem (acido acético 1%) adicionada diretamente nos pocos da placa,
tendo-se repetido este procedimento por 4 vezes. A secagem das placas foi
realizada a temperatura ambiente. Em decorréncia das condi¢cdes levemente
acidas, SRB se ligou a residuos de aminoacidos basicos em células fixadas com
TCA. O corante néo ligado foi removido apds a lavagem e o corante ligado a
proteina foi solubilizado em meio basico (Tris base, 10 mM, pH 10,5), sob leve
agitacdo por aproximadamente 5 min. Em seguida houve a determinagéo da
densidade 6ptica em leitor de placas a 570 nm.

3.3.2 Montagem das placas
A distribuicdo nas placas de controles e amostras testes seguiu os modelos

abaixo.
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Legenda:

DX: Controle doxorrubicina (20 pg/mL); H,O,: Controle peréxido de hidrogénio (3 pL/mL); B:
Controle do meio (DMEM e F10 enriquecidos com soro fetal bovino 10%); DM: Controle
dimetilsulféxido (0,5%); linha F até H: auséncia de células. Coluna 2 a coluna 6, a partir da linha B
até a linha G: amostra 1; Coluna 7 a coluna 11, a partir da linha B até a linha G: amostra 2.
Concentracfes utilizadas de amostras de B. pachyphylla: [ ];: 200,00 pg/mL; [ ]: 66,67 pg/mL; [ 1
22,2 pg/mL; [ Jv: 7,4 pg/mL; [ 1v: 2,47 pg/mL. Concentracdes utilizadas das amostras Fracdo 148,
Oleo Essencial Substancia 3 e Eupatorina, de B. trimera: [ ];: 50,00 pug/mL; [ ]i: 16,60 pg/mL; [ Ju:
5,50 pg/mL; [ Twv: 1,80 pg/mL; [ Jv: 0,61 pg/mL. Testes com: Extrato bruto, Fragdo aquosa, Fragédo
n-butandlica e Fragao acetato de etila, de B. pachyphylla em HepG2, SiHa, C33a; Fracao 148 e
Oleo Essencial (em HepG2, SiHa e C33a), Substancia 3 e Eupatorina (em HepG2 e MRC-5), de B.
trimera.

Figura 3: Desenho esquematico da placa | de 96 pocos contendo a disposicao dos

controles, células e amostras teste.
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Legenda: DX: Controle doxorrubicina (20 pg/mL); H,O,: Controle peréxido de hidrogénio (3
pL/mL); B: Controle do meio (DMEM e F10 enriquecidos com soro fetal bovino 10%); DM: Controle
dimetilsulféxido (0,5%); linha F até H: auséncia de células. Coluna 2 a coluna 6, a partir da linha B
até a linha G: amostra 1; Coluna 7 a coluna 11, a partir da linha B até a linha G: amostra 2.
Concentracfes utilizadas de amostras de B. pachyphylla e EAcBt, EFSBt3 e EEt95 de B. trimera: |
]i: 200,00 pg/mL; [ 1i: 66,67 pg/mL; [ Jw: 22,2 pg/mL; [ Jv: 7,4 pg/mL; [ Jv: 2,47 pg/mL. Testes para:
Extrato bruto, Fracéo aquosa, Fracdo n-butandlica e Fragdo acetato de etila, de B. pachyphylla
testadas em MRC-5; EAcBt, EFSBt3 e EEt95 de B. trimera, testadas em HepG2, SiHa, C33a e
MRC-5

Figura 4: Desenho esquemaético da placa Il de 96 pogos contendo a disposicdo dos

controles, células e amostras teste.

3.3.3 Forma de analise dos resultados

Os calculos das porcentagens de células vivas obtidas apds os ensaios de
citotoxicidade foram realizados calculando-se as médias das absorbancias dos
controles de branco (MAbsCB) e veiculo (MAbsCN) e as médias das
absorbancias em cada concentracdo das amostras testes (MAbsT) e controle
positivo (MAbsCP). A porcentagem de células vivas foi calculada através da
divisdao do valor obtido pela diferenca entre MAbsT e MADbsCB pelo valor da

diferenca entre MAbsCN e MADbsCB, conforme a seguinte equacéo:
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% células vivas = (MAbsT — MAbsCB)/(MAbsCN — MAbsCB)

Os resultados foram comparados através da analise de variancia (ANOVA),
gue permite comparar trés ou mais tratamentos, com teste de Tukey, por meio do
qual podem ser avaliadas as magnitudes dos contrastes obtidos entre duas
meédias de tratamento dentro de um mesmo grupo. As andlises foram feitas

utilizando-se o software GraphPad Prism® Version 5.01.
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4 RESULTADOS
4.1 Fitoquimica

Os rendimentos (massa de extrato seco/massa de droga vegetal) dos
extratos obtidos foram de 24% para o extrato metandlico de B. pachyphylla, 20%
para o extrato etanolico 95 % de B. trimera e 35% para o extrato acetato de etila
de B. trimera.

4.1.1 B. pachyphylla

O fracionamento do extrato metandlico de B. pachyphylla (10,0 g) por
particdo liquido-liquido resultou em 3 fracdes: acetato de etila — 3,31 g; butandlica
3,75 g; e aquosa 2,45 g. A analise por CCD das fracbes demonstrou que as
mesmas possuem perfil quimico distinto. Nas condi¢cdes de analise apresentadas

na Figura 5, a fracdo aquosa néo eluiu.

® @ &
Legenda: Amostras aplicadas nesta ordem da esquerda para a direita. Fase
movel: hexano: acetato de etila: isopropanol 70:28:2 (v/v). Revelag&o: anisaldeido
sulfarico.

Figura 5:Cromatoplaca do extrato metandlico e das fracdes acetato de etila e n-

butandlica.
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Os resultados da EFS realizada com o extrato acetato de etila de B. trimera

sao apresentados na Tabela 1 e Figura 5. Observa-se na cromatoplaca que foram

obtidas fragcbes com composicdo quimica distinta, considerando-se cada eluente

utiizado na EFS. Além da sugestdo da presenca de terpenos pelo uso de

anisaldeido sulfarico (Figura 5), a revelacdo com NP/PEG (365 nm) sugeriu a

presenca de flavonoides no ponto de aplicacéo das fragcdes mais polares.

Tabela 1: Extracdo em fase sélida do extrato acetato de etila de B. trimera: eluentes e

massas (g) das fragbes

FRACOES

ELUENTES

MASSA (g)

EFSBt1
EFSBt2
EFSBt3
EFSBt4
EFSBt5
EFSBt6
EFSBt7
EFSBt8
Total

Hex/AcOEt 95:05
Hex/AcOEt 95:05
AcOEt
AcOEt
AcOEt/MeOH 1:1
AcOEt/MeOH 1:1
MeOH
MeOH

0,0537
0,1621
1,7867
7,4039
12,1335
2,2439
1,6473
3,1142
28,5453
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Fase modvel: hexano: acetato de etila: isopropanol 70:28:02 (v/v); revelador:

o

anisaldeido sulftrico; da esquerda para direita extrato acetato de etila, fracdes
EFSBtl, EFSBt2, EFSBt3, EFSBt4, EFSBt5, EFSBt6, EFSBt7 e EFSBtS.

Figura 6: Cromatoplaca das fracoes EFS do extrato acetato de etila de B. trimera.

A partir da cromatografia em coluna realizada com as fragbes EFSBt3 e 4,
foram obtidas 149 fracdes analisadas por CCD e reunidas em 31 fracbes. E
essas 31 fragbes foram monitoradas por CCD para avaliar a separacao e o perfil
cromatografico das amostras. Na cromatoplaca da figura 7 a direita, podemos
observar que as fracbes 134 a 148 apresentam uma Unica mancha amarela, além
de componentes retidos na origem, o que € menos pronunciado para a fracdo
148, indicando que esta contém uma substancia semipurificada (amostras

aplicadas na mesma concentragéo e volume).
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Fase estacionaria: Silica Gel; Fase movel: Hex/AcOEt/ i-PrOH 60:35:05;
Revelador: anisaldeido sulfurico; Fragbes: 1 até 149.
Figura 7: Cromatoplacas das fragdes da CC2.

Os cromatogramas do extrato acetato de etila e da fracdo 148 (210, 254 e
350 nm) sdo apresentados nas figuras 8 a 11. A analise por CLAE também
sugeriu que a fracdo 148 estad semipurificada e que constitui-se da substancia
majoritdria no extrato acetato de etila, considerando-se a andlise de
cromatogramas em diferentes comprimentos de onda (CLAE-DAD). Além disso,
cabe ressaltar ainda que esta fracdo representa quase 30 % em massa do total

aplicado de amostra na coluna.
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Figura 9: Cromatograma da fracdo 148 em 350 nm
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Ao ser analisado o cromatograma da subfracdo CC148 em 3 comprimentos
de onda no UV (210, 254 e 350 nm), pode-se concluir que se trata de uma
substancia semipurificada. Esta subfracdo foi entdo submetida a purificacdo por
CLAE utilizando cromatégrafo Shimadzu, utilizando uma coluna difenil (Varian®
250 x 4,6 mm; 5 pm), modo isocratico com metanol/agua 64:36 (v/v) em 55 min
com vazdo de 0,4 mL/min, Viy= 200 pL. A concentracdo da amostra injetada foi de

20 mg/mL.

O cromatograma da substancia purificada encontra-se na Figura 12. Foram
obtidos 14mg dessa substancia que posteriormente foi identificada, por

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de *H e *3C, como eupatorina.

Nblts
“halts

Figura 12: Cromatograma e estrutura quimica da substancia purificada 3’,5-diidroxi-

4’,6,7-trimetoxiflavona (eupatorina).

4.1.2.1 Analise do 6leo essencial por CG-EM

A andlise por CG-EM (figura 13 e tabela 2) indicou predominancia de
sesquiterpenos no 6leo essencial. Ao todo foram identificados 13 sesquiterpenos,
dos quais 12 ja foram identificados no oleo essencial do género Baccharis e das

partes aéreas de Baccharis trimera (LAGOa, et al 2008; AGOSTINI, et al 2005;



SILVA, et al 2007).
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O biciclogermacreno apresentou 24,47% de teor relativo,

seguido do germacreno D que apresentou 17,53% e o E-cariofileno que

apresentou 14,08%.

Tabela 2: Dados obtidos das analises por CG-EM do 6leo essencial de Baccharis trimera

(LESS) DC
Substancia t, indice de indice de Similaridade EM Teor relativo
identificada (min) Kovats Kovats (%) (%)
calculado literatura®
ndo identificado 21,16 1,58
a-copaeno 22,67 1394 1374 90 0,38
néo identificado 23,03 0,38
3-elemeno 23,29 1411 1389 97 3,04
E-cariofileno 24,36 1439 1417 97 14,08
aromadendreno 25,06 1458 1458 95 1,43
a-humuleno 25,62 1473 1452 97 1,98
germacreno D 26,66 1501 1484 97 17,53
biciclogermacreno 27,26 1517 1500 94 24,47
nao identificado 27,55 0,70
delta cadineno 28,20 1543 1522 96 5,49
germacreno B 29,41 1576 1559 93 0,68
viridiflorol 29,78 1587 1592 86 1,24
espatulenol 30,16 1598 1577 86 2,38
nao identificado 30,38 7,72
ndo identificado 30,66 3,80
torreiol 31,92 1649 1646 82 0,81
a-cadinol 32,40 1662 1652 85 2,41
néo identificado 32,83 4,67
ndo identificado 33,65 0,82
néo identificado 34,10 3,35
nao identificado 47,21 1,07

'valores obtidos de Adams (2007).
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Figura 13: Cromatograma do 6leo essencial das partes aéreas de B. trimera (Less) DC.

obtido em CG-EM

4.2 Citotoxicidade
4.2.1 B. pachyphylla

O extrato metandlico de B. pachyphylla e suas fracdes foram testados nas
concentracbes de 200,00, 66,67, 22,2, 7,4 e 2,47 pug/mL. As concentracfes dos
controles positivos foram 20 pg/mL para doxorrubicina e 3 pL/mL para o peroxido
de hidrogénio. A concentracdo do controle de veiculo era 0,5% e para o controle
do meio utilizou-se DMEM e F10 enriquecidos com soro fetal bovino 10%.

O ensaio de citotoxicidade foi baseado na coloracdo por SRB, estando o
resultado expresso em porcentagem de viabilidade celular em relacdo ao controle
de veiculo (dimetilssulfoxido — DMSO). As amostras de B. pachyphyla né&o
demonstraram atividade citotoxica consideravel em nenhuma das concentragcdes
testadas.

As Figuras 14, 15, 16 e 17 apresentam os gréficos da determinacdo da

viabilidade celular (%) das amostras nas linhagens celulares testadas. O extrato



bruto e as fracdes apresentaram viabilidade

baixa citotoxicidade dessas amostras.
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HepG2 - Fragdo aquosa

Concentragéo

150+

100

Concentragdo

DX: controle positivo (doxorrubicina). H,O,: controle positivo (peroxido de

hidrogénio). DM: controle de veiculo (DMSO). CN: controle negativo. Analise de

variancia One-way ANOVA com pos-teste de Tukey. (***) p<0,001; (**) p<0,01; (*)

p<0,05.

Figura 14: Viabilidade celular (em porcentagem) em linhagem HepG2, a partir de 3

experimentos independentes (média + erro padrdo-ep). Tratamento realizado com o

extrato bruto e fragbes de Byrsonima pachyphylla.
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DX: controle positivo (doxorrubicina). H,O,: controle positivo (peréxido de
hidrogénio). DM: controle de veiculo (DMSO). CN: controle negativo. Analise de
variancia One-way ANOVA com pos-teste de Tukey. (***) p<0,001; (**) p<0,01; (*)
p<0,05.

Figura 15: Viabilidade celular (em porcentagem) em linhagem SiHa, a partir de 3
experimentos independentes (média + erro padrdo-ep). Tratamento realizado com o

extrato bruto e fragcdes de Byrsonima pachyphylla.
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DX: controle positivo (doxorrubicina). H2O,: controle positivo (perdxido de
hidrogénio). DM: controle de veiculo (DMSO). CN: controle negativo. Andlise de
variancia One-way ANOVA com pos-teste de Tukey. (***) p<0,001; (**) p<0,01; (*)
p<0,05.

Figura 16: Viabilidade celular (em porcentagem) em linhagem C33A, a partir de 3

experimentos independentes (média *+ erro padrao-ep). Tratamento realizado com o

extrato bruto e fragcdes de Byrsonima pachyphylla.
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DX: controle positivo (doxorrubicina). H2O,: controle positivo (perdxido de
hidrogénio). DM: controle de veiculo (DMSO). CN: controle negativo. Andlise de
variancia One-way ANOVA com pos-teste de Tukey. (***) p<0,001; (**) p<0,01; (*)
p<0,05.

Figura 17: Viabilidade celular (em porcentagem) em linhagem MRC5, a partir de 3
experimentos independentes (média + erro padrdo-ep). Tratamento realizado com o
extrato bruto e fracdes de Byrsonima pachyphylla.

Os resultados dos ensaios de citotoxicidade com SRB obtidos para a
linhagem MRC5 (fibroblastos normais de pulm&o humano) demonstraram
aumento consideravel nas porcentagens de células vivas tratadas com o extrato
bruto e a fracdo butandlica, na concentracdo de 200 pg/mL (Figura 17), sugerindo
atividade proliferativa celular. O mesmo ocorreu quando foi realizado o tratamento

com a fracdo butandlica na linhagem SIHA (figura 15).
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Em C33A a fracdo aquosa de B. pachyphylla demonstrou citotoxicidade com

significancia estatistica apenas na maior concentracao testada.

4.2.2 B. trimera

A seguir sdo apresentados os resultados de citotoxicidade para B. trimera.
O extratos EAcBt, EEtBt95 e a fracdo EFSBt3 foram testados nas concentracdes
de 200,00, 66,67, 22,2, 7,4 e 2,47 pg/mL. A fracdo 148, o Oleo essencial e a
eupatorina foram testadas nas concentracdes de 50 pg/mL, 16,6 pg/mL, 5,5
pg/mL,1,8 pg/mL e 0,61 pg/mL. Os controles positivos apresentavam as
concentracbes de 20 pug/mL para doxorrubicina e 3 puL/mL para o peréxido de
hidrogénio. A concentracdo do controle de veiculo era 0,5% e para o controle do

meio utilizou-se DMEM e F10 enriquecidos com soro fetal bovino 10%.
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DX: controle positivo (doxorrubicina). H,O,: controle positivo (peroxido de
hidrogénio). DM: controle de veiculo (DMSO). CN: controle negativo. Analise de

variancia One-way ANOVA com pos-teste de Tukey. (***) p<0,001; (**) p<0,01; (*)

p<0,05.
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Figura 18:Viabilidade celular (em porcentagem) em linhagem HepG2, a partir de 3
experimentos independentes (média + erro padrdo-ep). Tratamento realizado com o0s

extratos acetato de etila (EAcBt), etandlico 95% (EEtBt95) e fracdo EFSBt3 de B. trimera.
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DX: controle positivo (doxorrubicina). H,O,: controle positivo (peroxido de
hidrogénio). DM: controle de veiculo (DMSO). CN: controle negativo. Andlise de
variancia One-way ANOVA com pos-teste de Tukey. (***) p<0,001; (**) p<0,01; (*)
p<0,05.

Figura 19: Viabilidade celular (em porcentagem) em linhagem SiHa, a partir de 3

experimentos independentes (média + erro padrdo-ep). Tratamento realizado com o0s

extratos acetato de etila (EAcBt), etandlico 95% (EEtBt95) e fracdo EFSBt3 de B. trimera.
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DX: controle positivo (doxorrubicina). H,O,: controle positivo (perdxido de
hidrogénio). DM: controle de veiculo (DMSO). CN: controle negativo. Analise de
variancia One-way ANOVA com pos-teste de Tukey. (***) p<0,001; (**) p<0,01; (*)
p<0,05.

Figura 20: Viabilidade celular (em porcentagem) em linhagem MRC5, a partir de 3

experimentos independentes (média + erro padrdo-ep). Tratamento realizado com os

extratos acetato de etila (EAcBt), etandlico 95% (EEtBt95) e fracdo EFSBt3 de B. trimera.
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DX: controle positivo (doxorrubicina). H,O,: controle positivo (peroxido de
hidrogénio). DM: controle de veiculo (DMSO). CN: controle negativo. Analise de
variancia One-way ANOVA com pos-teste de Tukey. (***) p<0,001; (**) p<0,01; (*)
p<0,05.
Figura 21: Viabilidade celular (em porcentagem) em linhagem C33A, a partir de 3
experimentos independentes (média + erro padrdo-ep). Tratamento realizado com o0s
extratos acetato de etila (EAcBt), etandlico 95% (EEtBt95) e fracdo EFSBt3 de B. trimera.
Os resultados obtidos para a linhagem HepG2 demonstram atividade
citotéxica com relevancia estatistica na concentragdo de 200,00 pg/mL para
EAcBt, EFSBt3 e EEtBt95, sendo que para o extrato acetato de etila esta
observacéo também é notada na concentracdo de 66,67 ug/mL. Para a linhagem
SiHa, os extratos demonstraram citotoxicidade com significancia estatistica nas

concentracbes de 200,00 e 66,67 pug/mL. Com relacdo a linhagem de células
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normais MRC5, observou-se citotoxicidade com EAcBt nas 2 maiores
concentracdes testadas, e com EFSBt3 para a concentracdo 200,00 ug/mL. Em
C33-A, a significancia estatistica para citotoxicidade foi encontrada com a maior
concentracdo de EEtBt95, e as trés maiores concentracdes avaliadas de EACBt.

Tanto o 6leo essencial quanto a fracdo 148 de B. trimera foram testados
com concentracao inicial 4 vezes inferior a concentracao inicial testada para o
extrato acetato de etila, extrato etanolico 95% e fracdo EFSBt3 (figuras 22, 23 e
24). Para a fracdo 148 foram obtidos resultados significantes nas linhagens C33A
e HepG2 (p<0,001), na concentracdo de 50,00 pg/mL. A partir dos testes
utilizando o o6leo essencial foram observados, em todas as linhagens testadas
(HepG2, SiHa, C33-A), resultados com significancia estatistica. Para HepG2
houve morte celular na concentracdo de 50,00 ug/mL (p<0,001), 1,80 e 0,61
Mg/mL (p<0,01). Em SiHa, houve pequena sobrevivéncia celular quando testado o
Oleo essencial na concentracao de 50,00 pg/mL (p<0,001), enquanto que para a
linhagem C33A ocorreu morte celular com significAncia estatistica nas
concentracdes de 50,00 e 16,60 ug/mL, com p<0,001.

Tendo sido a eupatorina obtida da fracdo 148, advinda de EACcBt, foi
verificada a atividade citotoxica desta substancia purificada em HEPG2 e em
MRC-5 (figuras 22 e 25), linhagens em que EAcBt e a fragdo 148,

respectivamente, foram mais citotoxicas.
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DX: controle positivo (doxorrubicina). H,O,: controle positivo (perdxido de
hidrogénio). DM: controle de veiculo (DMSO). CN: controle negativo. Analise de
variancia One-way ANOVA com pos-teste de Tukey. (***) p<0,001; (**) p<0,01; (*)
p<0,05.

Figura 22: Viabilidade celular (em porcentagem) em linhagem HepG2, a partir de 3

experimentos independentes (média + erro padrdo-ep). Tratamento realizado com o 6leo

essencial, fracdo 148 e eupatorina de B. trimera
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DX: controle positivo (doxorrubicina). H,O,: controle positivo (perdxido de
hidrogénio). DM: controle de veiculo (DMSO). CN: controle negativo. Analise de
variancia One-way ANOVA com pos-teste de Tukey. (***) p<0,001; (**) p<0,01; (*)
p<0,05.

Figura 23: Viabilidade celular (em porcentagem) em linhagem SiHa, a partir de 3

experimentos independentes (média + erro padréo-ep). Tratamento realizado com o 6leo

essencial e a fracdo 148 de B. trimera.
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DX: controle positivo (doxorrubicina). H,O,: controle positivo (peroxido de
hidrogénio). DM: controle de veiculo (DMSO). CN: controle negativo. Analise de
variancia One-way ANOVA com pos-teste de Tukey. (***) p<0,001; (**) p<0,01; (*)
p<0,05.

Figura 24: Viabilidade celular (em porcentagem) em linhagem C33A, a partir de 3

experimentos independentes (média + erro padrao-ep). Tratamento realizado com o 6leo

essencial e a fracdo 148 de B. trimera.
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DX: controle positivo (doxorrubicina). H,O,: controle positivo (peroxido de
hidrogénio). DM: controle de veiculo (DMSO). CN: controle negativo. Analise de
variancia One-way ANOVA com pos-teste de Tukey. (***) p<0,001; (**) p<0,01; (*)
p<0,05.

Figura 25: Viabilidade celular (em porcentagem) em linhagem MRC5, a partir de 3

experimentos independentes (média = erro padrdo-ep). Tratamento realizado com a

eupatorina.

Entre o extrato acetato de etila, extrato etandlico 95% e o produto da
extracdo em fase sélida, apenas EEtBt95, quando avaliado em HepG2, nédo foi
capaz de inviabilizar 50% das células (Clsp). Os valores de concentracdes
necessarias para inviabilizarem tanto 20% (CI20) quanto 50% (CI50) das células
foram alcancados com o 6leo essencial. Para a fracdo 148 apenas o CI20 foi

atingido, em todas as linhagens testadas.



Tabela 3: Efeito citotoxico das amostras testes de Baccharis trimera nas diferentes

linhagens celulares. Concentracéo suficiente para inviabilizar 20% das células (Cl,)

expressa em ug/mL * erro padrao.

(NA): Cly ndo atingida. (NT): amostra ndo testada na respectiva linhagem.

Clyo (Mg/mL)
Amostra HEPG2 SIHA C33A MRC-5

EAcBt 37,28 +4,5 56,72 + 4,4 12,28 +3,5 18,43 + 8,0
EEtBt9S 121,84 +5,0 51,27 + 6,2 4576 +5,8 48,58 + 6,6
EFSBt3 (NA) 53,64 + 6,5 59,36 + 3,4 108,68 + 4,8

Fracéo 148 32,12+ 3,0 38,27 + 3,6 38,00 + 3,57 (NT)

Oleo Essencial 20,88 + 3,3 11,69 £ 5,8 13,52 + 3,48 (NT)

Eupatorina (NT) (NT) (NT) (NA)

61



150 -

100 1

Clzg (pg/mL)

Citotoxicidade

I HepG2

= SiHa

& P
@Z@ e‘?&

&

62

B C33A

3 MRC-5

Substdncia

Figura 26: Representacgéo grafica dos valores de Cl,, atingidos em diferentes linhagens e

as respectivas substancias responsaveis

Tabela 4: Efeito citotdxico das amostras testes de Baccharis trimera nas diferentes

linhagens celulares. Concentracdo suficiente para inviabilizar 50% das células (CI50)

expressa em ug/mL + erro padrao.

(NA): Clso ndo atingida. (NT): amostra nao testada na respectiva linhagem.

Clso (Mg/mL)
Amostra HEPG2 SIHA C33A MRC-5

EAcBt 118,08 +4,5  177,79+44  107,71+35 52,85 + 8,0
EEtBt95 (NA) 149,58 + 6,2 164,94 + 5,8 139,03 + 6,6
EFSBt3 66,50 + 9,0 (NA) 189,84 + 3,4 188,06 + 4,8

Fracdo 148 (NA) (NA) (NA) (NT)

Oleo Essencial 3717+ 3.3 26,88 + 5,8 2918 + 3.48 (NT)

Eupatorina (NT) (NT) (NT) (NA)
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Figura 27: Representacao gréafica dos valores de Cls atingidos em diferentes linhagens e

as respectivas substancias responsaveis.

5. CONCLUSOES

As amostras de ambas as espécies foram fracionadas obtendo-se fracdes
de composicado quimica distinta e, portanto, adequadas para a metodologia de
Fracionamento Biomonitorado.

A fracdo aquosa de B. pachyphylla mostrou atividade citotoxica, na maior
concentracéo analisada, quando avaliada na linhagem C33A. As demais amostras
nao apresentaram citotoxicidade. No entanto, os resultados dos ensaios de
citotoxicidade com SRB obtidos com a fragéo butandlica na linhagem SiHa, e com
0 extrato bruto e a fracdo butandlica em MRC-5, na concentracdo de 200,00
Mg/mL, demonstraram aumento consideravel nas porcentagens de células vivas

tratadas, sugerindo uma possivel atividade proliferativa celular destas amostras.
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De maneira geral todas as amostras obtidas de B. trimera demonstraram
algum potencial citotoxico. O 6leo essencial foi capaz de inviabilizar tanto 20
quanto 50% das células (Clyo e Clsp) com as menores concentragdes. O extrato
EACcBt atingiu o valor de Clsp em todas as linhagens testadas. A fracdo EFSBt3
também mostrou-se citotdéxica nas linhagens e, com excecdo do ensaio em
HepG2, necessitou maior concentragcdo que seu extrato de origem (EAcBt) para
atingir valores de Clso. Por sua vez, a fracdo 148, advinda de EFSBt3, dentre as
linhagens com as quais foi testada, também obteve maior atividade citotoxica em
HEPG2. No entanto, a substancia purificada a partir da fracdo 148 (eupatorina)
ndo demonstrou citotoxicidade com relevancia estatistica.

Os resultados obtidos com B. trimera e a até entdo auséncia de trabalhos
cientificos publicados sobre o tema, ostentam a importancia de se aprofundar no
estudo desta espécie vegetal, através de ensaios mais apurados e no isolamento

de novas fracOes e substancias.
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