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RESUMO

Produtos derivados de fontes vegetais tem demonstrado seu potencial no combate a
diversas doencas, inclusive o cancer, a exemplo dos alcaloides derivados de Catharantus
roseus (L.)G. Don, vincristina e vimblastina. A diversidade estrutural das moléculas
encontradas em espécies vegetais concebem perspectivas de uso in natura bem como
servem de inspiracdo para o desenvolvimento de outras entidades quimicas que serédo
destinadas ao combate de doencas. O material de estudo pertence a espécie Baccharis
trimera (Less.) DC, popularmente conhecida como carqueja e com amplo uso tradicional,
principalmente para o alivio de afeccbes digestivas. O estudo teve por objetivo o
fracionamento cromatografico de derivados vegetais de partes aéreas de B. trimera e a
avaliacdo da citotoxicidade e estudo de morte em linhagens de células humanas normal e
tumorais tratadas com o OE, suas fragbes e componentes, além da flavona eupatorina
isolada do extrato acetato de etila. O potencial citotoxico foi avaliado através do método da
sulforrodamina B e os estudos de morte através de ensaios de Anexina-V, Hoechst/iodeto
de propideo e ativagdo de caspase-3. As linhagens celulares humanas utilizadas foram de
cancer de mama (MCF-7), hepatocarcinoma (HepG2) e a linhagem de mama normal
(MCF-10). As amostras avaliadas foram o 6leo essencial, suas fragdes e componentes (a-
humuleno, trans-cariofilenoe 6xido de cariofileno), além da eupatorina. Os constituintes
majoritarios do 6leo essencial identificados por CG-EM foram: trans-cariofileno(18,9 %),
biciclogermacreno (15,6 %), germacreno D (10,5 %) e &-cadineno (6,6 %); a-humuleno (2,3
%) e Oxido de cariofileno (2,9 %) também foram identificados. As fracdes do 6leo essencial
foram obtidas por cromatografia em coluna (silica gel) e analisadas por CG-DIC e CG-EM,
tendo apresentado composi¢cdes quimicas distintas. A flavona eupatorina (pureza em 250
nm de 96 % m/m) foi isolada a partir do extrato acetato de etila utilizando cromatografia em
camada delgada preparativa (silica gel) e identificada por técnicas espectrométricas (EM,
UV, RMN de 'H e *3C). Verificou-se o maior potencial de reducdo de sobrevida com o OE
em HepG2 (Clso= 10,40 pug/mL), a-humuleno e trans-cariofileno em MCF7 (Clsq de 7,59 e
11,52 ug/mL, respectivamente) enquanto que a eupatorina mostrou-se mais citotoxica em
MCF10A com valor de Cls, pouco distante do encontrado para MCF7 (5,08 e 6,73 pug/mL,
respectivamente). Grande parte das fracbes do OE foi citotoxica as linhagens e foram
necessarias concentragbes mais altas para atingir o Clsp. As amostras apresentaram
morte mista em todas as linhagens ocorrendo tanto apoptose quanto necrose. Nao houve
significAncia estatistica no ensaio de ativacdo da via de apoptose por caspase-3.
Constatou-se a eficiéncia das técnicas cromatogréficas no tocante a identificacdo e

separacao de constituintes quimicos, das técnicas espectrométricas para a identificacao e
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determinacdo estrutural da substancia eupatorina, bem como o potencial de morte celular,
e até mesmo antitumoral, de amostras analisadas neste trabalho.

Palavras-chave: Baccharis trimera. Fitoquimica. Metabdlitos secundarios. Oleo essencial.
Eupatorina. Carqueja. Cancer. Citotoxicidade. Apoptose. Necrose.
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ABSTRACT

Natural products diversity is an important source to find potential treatments against various
diseases, including cancer. Vincristine and vimblastine, alkaloids derived from Catharantus
roseus (L.) L. Don, are some of the examples. The structural diversity of molecules from
plant species allow the in natura usage and also the development of other chemical entities
that will be used to diseases control. Baccharis trimera (Less.) DC., popularly known as
carqueja, has an extensive traditional use, especially for digestive disorders. The aims of
this study were the chromatographic fractionation of aerial parts from carqueja, in vitro
evaluation of the cytotoxic potential through sulforhodamine B assay and cellular death by
Annexin-V assay, Hoechst/propidium iodide method and caspase-3 activation, in normal
and tumor cell lines treated with essential all, its fractions and components, and the flavone
eupatorin isolated from ethyl acetate extract. The cell lines used were human breast cancer
(MCF-7), hepatocellular carcinoma (HepG2) and normal breast line (MCF-10a). The
evaluated samples were: essential oil, its fractions and components (a-humulene, B-
caryophyllene and caryophyllene oxide) and eupatorin. The major constituents of the
essential oil identified by GC-MS were: [B-caryophyllene (18.9%), bicyclogermacrene
(15.6%), germacrene D (10.5%), d6-cadinene (6.6%). Other components of the essential oil,
such as a-humulene (2.3%) and caryophyllene oxide (2.9%) were also identified. The
essential oil fractions were obtained by column chromatography (silica gel) and analyzed by
GC-FID and GC-MS, presenting different chemical compositions. The flavone eupatorin
(96% purity in 250 nm; w/w) was isolated from ethyl acetate extract using preparative thin
layer chromatography (silica gel) and identified by spectrometric methods (MS, UV, *H and
13C NMR). The largest decrease in cell viability for HepG2 was observed with essential oil
(ICso = 10.40 pg / mL); a-humulene and trans-caryophyllene for MCF7 cells (ICs, 7.59 and
11.52 pg / mL, respectively) and eupatorin for MCF10A (ICso= 5.08 pg / mL). ICs, for
eupatorin in MCF7 cells was 6.73 ug / mL. Most of the essential oils fractions were cytotoxic
to the cell lines and higher concentrations were required to achieve 1Cs,. There was not a
cell death standard since apoptosis and necrosis occurred as well. Statistical significance
was not found in caspase-3 assay. Chromatographic techniques were efficient for
compounds identification and separation, and spectrometry techniques for structural
determination of eupatorin. The results from this research shown therapeutic potential

against cancer for the studied samples.

Keywords: Baccharis trimera. Phytochemical. Secondary metabolites. Essential oil.

Eupatorin. Carqueja. Cancer. Cytotoxicity. Apoptosis. Necrosis.
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EFSBt3: fracdo 3 referente a extracdo em fase sélida realizada por Claudino (2013)
HepG2: carcinoma hepatocelular humano (linhagem celular)
HO: Hoechst

IS: indice de seletividade

IP: iodeto de propideo

IV: infra-vermelho

MCF-7: adenocarcinoma mamario humano (linhagem celular)
MCF-10a: mama normal humana (linhagem celular)

MeOH: metanol

OE: ¢6leo essencial

RMN: ressonancia magnética nuclear

SFB: soro fetal bovino

SRB: sulforrodamina B

UV: ultra-violeta
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1 INTRODUCAO

1.1 Produtos Naturais e novos farmacos

Ha tempos a domesticacao e cultura de espécies vegetais com fins alimentares, bem
como a observacdo e busca por suas virtudes terapéuticas, tem sido realizada pela
civilizacdo. Apesar dos grandes avancos na medicina, os produtos vegetais com potencial
terapéutico tornam-se opcdo para quem objetiva recuperar, promover ou manter a saude,
tendo em vista a facil obteng&o, o baixo custo e a tradicdo do uso das plantas medicinais
(VARANDA, 2006; BRANDAO et al., 2010).

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, 2016). Paradoxalmente aos altos lucros obtidos
pelas empresas, boa parte da populagédo 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 avaliagdo do potencial terapéutico,
seguranga e composicao quimica das espécies vegetais utilizadas com fins medicinais.
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-se
importante fonte para a busca de substancias com potencial terapéutico, menor toxicidade e
maior eficacia, sendo muitas vezes modelos para a obtencdo de novos medicamentos
(VARANDA, 2006; BRANDAO et al., 2010).

N&o raros séo os registros histéricos que referenciam o uso de plantas como terapias
de prevencgdo ou combate a doencas ou promog¢ao de bem estar gratuito. Um forte exemplo
sdo os registros datados de 1500 a.C, no Papiro de Ebers (Egito), em que espécies
vegetais sdo recomendadas sob preparacfes na forma de pdés, gargarejos, infusbes e
outros, para restabelecimento de saude, tratamentos estéticos e rituais. Com 0s avancos

durante o século XIX nas &reas quimicas e a averbacdo em compéndios farmacopeicos, 0s



farmacos, em sua maioria, foram obtidos de espécies vegetais. Mais recentemente,
Newman e Cragg (2010) concluiram através de trabalhos de revisdo bibliogréfica que os
produtos naturais sao, pelo menos desde a década de 50, inspiracdo para o
desenvolvimento de estruturas que embasaram e embasardo medicamentos. De acordo
com os autores, de um total de 1355 novas moléculas aprovadas por entidades como o FDA
(Food and Drug Administration), cerca de 299 séao derivados naturais e 177 tem um grupo
farmacoférico derivado de um produto natural.

A variedade de substancias presentes nas plantas medicinais pode atuar de forma
isolada ou sinérgica, de tal forma que os componentes individuais de extratos ou parte deles
interagem no sentido de potencializar os efeitos observados. Atualmente, podem ser
encontrados no comércio de fitoterapicos combinagbes de extratos que possibilitam um
efeito farmacoldgico superior aquele observado com a administragéo dos derivados vegetais
separadamente (EFFERTH, KOCH, 2011).

Algumas vertentes para o avango da medicina tradicional séo a procura de novos
alvos terapéuticos a partir do estudo de ativos, a biodisponibilidade destes a partir da
observacdo do comportamento das rotas metabdlicas e farmacocinéticas e a otimizacao dos
prototipos ja existentes. Em consonancia com estes conhecimentos e com 0s avangos ja
obtidos, os métodos analiticos atuais vdo ao encontro de melhorias por permitirem que
perfis quimicos complexos sejam estabelecidos ou que componentes sejam isolados e
identificados, através de técnicas cromatogréaficas e espectrométricas. Com a elucidagéo
dos componentes presentes na amostra, é possivel correlacionar, e até mesmo vislumbrar,
atividades farmacoldgicas de extratos padronizados e otimizar seu processo de obtencao.
Em complementagdo aos métodos instrumentais de andlise, 0s ensaios in vitro propiciam a
triagem das atividades biol6gicas que substancias ou derivados vegetais podem apresentar,
embasados no uso tradicional ou mesmo em relatos de literatura. A partir dai, mecanismos
de acdo podem ser investigados e medicamentos desenvolvidos (YUNES, FILHO 2014).

A exemplo do sucesso de produtos de origem vegetal na terapéutica, podemos citar

os glicosideos cardiotonicos digitoxina e digoxina, encontradas em certas espécies de



Digitali, e alcaloides como a morfina, derivada de Papaver somniferun L., a partir da qual
foram desenvolvidos outros medicamentos como a codeina (antitussigeno). De Cinchona
calisaya Weddel obteve-se 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
obtenc&o de produtos terapéuticos obtidos a partir de plantas, como a escopolamina, isolado
de Datura stramonium L. e de outras espécies de Solanaceae e que possui propriedade
antiespasmodica, a atropina, isolada de Atropa belladona L. que age como bloqueador
colinérgico, a pilocarpina, alcaloide extraido de Pilocarpus jaborandi Holmes, utilizado no
controle da pressao intraocular elevada, a reserpina, isolada de Rauwolfia serpentina (L.)
Benth. ex. Kurz, que detém propriedade hipotensora, entre outras substancias (BARREIRO,
1990).

O estudo das plantas destinadas a conservacdo e recuperacdo da salde €
importante ndo apenas no sentido de se encontrar novas terapias, mas também de
esclarecer os riscos a populagcdo. Componentes potencialmente prejudiciais podem
acarretar em hepatoxicidade, nefrotoxicidade, efeitos mutagénicos, proliferativos, dentre
outros (VEIGA et al., 2005).

Estudos realizados por Claudino (2013) demonstraram a citotoxicidade dos seguintes
derivados vegetais das partes aéreas da B.trimera: EAcBt, uma fracao obtida por extracéo
em fase sélida a partir dele (EFSBt3) e do OE, nas linhagens celulares HepG2
(hepatocarcinoma humano), SiHa (cancer cervical), C33A (cancer cervical infectado por
HPV-16) e MRC-5 (fibroblastos normais de pulméo humano). O presente trabalho prossegue
na investigacao fitoquimica de Baccharis trimera (Less.) DC. e avalia a citotoxicidade de
uma flavona obtida a partir de EFSBt3 (eupatorina), do OE e suas fracbes e componentes

(a-humuleno, trans-cariofileno, 6xido de cariofileno), morte e ativacdo de via de apoptose

causada pela eupatorina, pelo OE e seus componentes.

1.2 Baccharis trimera (Less.) DC.



Baccharis trimera (Less.) DC. (Figura 1) é uma espécie vegetal de amplo uso
tradicional e nativa do Brasil. O género Baccharis é um dos maiores em nimero de espécies
na familia Asteraceae, sendo representado por mais de 500 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. € um subarbusto
perene com caules alados (cladddios) com ramos verdes de expansdes trialadas, com 50-
80 cm de altura. E conhecida popularmente como carqueja, carqueja-amargosa, carqueja-

do-mato, carquejinha, sendo nativa do sul e sudeste do Brasil (LORENZI; MATOS, 2002).

Figura 1- Exemplar de Baccharis trimera (Less.) DC. presente no Horto
de Plantas Medicinais e Téxicas — UNESP/Araraquara-SP

Legenda: A- Subarbusto perene com ramos verdes de expansdes trialadas; B-
ramos floridos.
Fonte: Autora.

As indicacOes de uso popular descritas na literatura incluem: digestivo, tratamento de
gastrites e Ulceras, inflamag6es, reumatismo, diabetes, doencas renais, doencas hepaticas,
doencas do intestino, depurativo do sangue, lepra e cicatrizacdo de feridas; a forma de
preparo mais citada € 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;
SUTTISRI et al., 1994; SIMOES-PIRES et al., 2005a; MENEZES et al., 2016); diterpenos,
principalmente do tipo clerodanico (KUROYANAGI et al., 1985; GIANELLO et al., 2000;
JANUARIO et al., 2004; GARCIA et al., 2014); 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, fracdes ou substancias isoladas das partes aéreas
de B. trimera incluem: agdes anti-inflamatoria e analgésica (GENE et al.,1992); inibicdo dos
efeitos de venenos de cobras (JANUARIO et al., 2004; LEITE et al., 2007); acdo
antimicrobiana em Staphylococcus aureus e Streptococcus uberis (AVANCINI et al., 2000;
AVANCINI et al., 2008; BETONI et al., 2006); acdo antiprotozoaria em Leishmania
amazonensis e Tripanosoma cruzi (LUIZE et al., 2005); acdo antioxidante; acéo
antiulcerogénica (DIAS et al., 2009; SIMOES-PIRES et al., 2005b); e reducéo do nivel sérico
de glicose (OLIVEIRA et al., 2005).

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

Foi observado efeito antigenotdéxico no sangue de ratas adultas submetidas a
tratamento com o extrato aquoso de B. trimera, o que protegeu as células contra danos
oxidativos de &cido nucleico induzidos por peréxido de hidrogénio, o que provavelmente

decorre da acdo antioxidante exibida pelo extrato. No mesmo experimento, pelo Ensaio



Cometa ndo foram demonstrados efeitos genotoxicos no sangue e amostras de figado
(RODRIGUES et al., 2009). O estudo de Nakasugi e Komai (1998) demonstrou a atividade

antimutagénica do extrato metandlico das partes aéreas de B. trimera.

1.3 Metabdlitos secundarios

Flavonoides, alcaloides, OE, taninos, antraguinonas, esteroides, carotenoides e
outros. A diversidade dos metabdlitos secundarios produzidos pelas espécies vegetais
acompanha um largo portfélio de estruturas quimicas geralmente complexas que sédo alvos
de estudo e fontes para o desenvolvimento de novos tratamentos de afeccdes e
manutencdo do bem estar fisico como um todo.

O metabolismo secundario é construido a partir do metabolismo primario, tendo o
fornecimento de energia e metabdlitos intermediarios para o seu desenvolvimento a partir
dos processos de glicdlise, ciclo de Krebs e ciclo das pentoses-fosfato, conforme exposto na

Figura 2.



Figura 2 - Correlacao entre metabolismo primario e metabolismo

secundario
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Fonte: Adaptado de Dewick (2009).

O metabolismo secundério, diferentemente daquele dito primario cujas fun¢des séo
producdo enérgica e biossintese de substancias, diz respeito a micromoléculas produzidas
em menor escala, com especificidade e fun¢gBes adaptativas. Isto € bem embasado quando
analisada a complexidade estrutural das moléculas e uma biossintese programada por
muitos pares de bases de DNA, despendendo alta taxa metabdlica para perdurar frente a
selecdo natural (WILLIAMS et al., 1989). Suas principais vias de producdo sdo as vias do
acido chiquimico, acido mevaldnico e do acetato, destacados pela cor verde na figura 3. Em
destaque amarelo constam os flavonoides que sdo um grande grupo de metabdlitos
secundarios no qual se encontra a flavona eupatorina, e os terpenos e fenilpropanoides,

constituintes dos OE.



Figura 3 - Resumo da biossintese de metabdlitos secundarios
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Fonte: Adaptado de SIMOES et al., 2010.

Metabdlitos secundarios podem ser produzidos por mais de um 6rgdo da planta,
podem ser translocados e geralmente sao armazenados em vacuolos quando hidrofilicos,
ou em glandulas ou associados a outros componentes mais hidrofébicos (ex. membranas
fosfolipidicas) quando possuem caracteristica mais lipofilica. Sua producéo sofre influéncia
das exigéncias do ambiente e, portanto, seus perfis quimicos podem variar de acordo com o
ciclo circadiano, necessidades, caracteristicas genéticas e nas diferentes partes do vegetal.

Ao final, serdo utilizados ou apenas degradados.

1.3.1 Oleos essenciais
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No desenvolvimento de medicamentos e pesquisa por moléculas bioativas, algumas
caracteristicas séo interessantes do ponto de vista da farmacocinética e farmacodinamica
no que diz respeito a relacdo estrutura-atividade. Dentre elas estdo a polaridade, isomeria,
caracteristicas eletrbnicas, complexidade de moléculas (niumero de grupos funcionais,
esqueleto carbbnico, massa molecular, estereoquimica) e possibilidade de modificacdo
molecular. Os OE possuem caréater lipofilico, compativel com membranas biol6gicas,
quiralidade que esta diretamente relacionada a interagcdo com o0s receptores celulares e
amplo espectro de grupos funcionais passiveis de transformagfes quimicas (SOUSA 2005).

Os OE caracterizam-se por serem misturas complexas de substancias volateis e
lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas, e que pode possuir uma variedade grande de
constituintes tais como alcodis simples e terpénicos, fendis, ésteres, éteres, oxidos, furanos,
peréxidos e outros. A figura 3 exemplifica classes de constituintes principais dos 6leos
volateis. Quimicamente sao compostos por terpenos, dentre eles monoterpenos,
sesquiterpenos e, as vezes, diterpenos de baixa massa molecular, e fenilpropanoides, tendo
sua origem a partir dos acidos mevalbnico (ou via da triose-piruvato) e cinamico,

respectivamente (SIMOES et al., 2010).
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Figura 4 - Exemplos de monoterpeno, sesquiterpeno, diterpeno e
fenilpropanoide
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Legenda: A- Linalol (monoterpeno); B- a-humuleno (sesquiterpeno); C- diterpeno
(abietano); D- fenilpropanoide (eugenol).

Os terpenos sao formados por unidades isoprénicas (5C). O acetoacetil-CoA se
condensa com acetil-CoA e, apos hidrolise e reducéo, se forma o mevalonato. A partir do
mevalonato sdo formadas as unidades isoprénicas ativas (isopentenilpirofosfato, IPP). O
acido piravico, vindo da glicélise, se une ao gliceraldeido-3-fosfato formando intermediario
da via da desoxixilulose ou via da triose-piruvato, também levando & formacao do IPP.
Reac0bes de isomerizacao alilica estereoespecificas formam o dimetilalil fostato (DMAPP), a
partir do qual o acoplamento cabega-cauda levara a formacéo do geranil-difosfato (GPP).
Reacg0des de polimerizagédo envolvendo o IPP formar&o estruturas de cadeias crescentes em
cinco atomos de carbono, tais como o farnesil-difosfato — FPP, resultando, por exemplo, em

sesquiterpenos (C15) (figura 5).
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Figura 5 - Biossintese de terpenos: monoterpenos e sesquiterpenos
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Fonte: Adaptado de DEWICK et al., 2010.

Muitos sdo os exemplos que podem ser citados para ilustrar a atividade de OE e
seus componentes sobre as células, por exemplo, substancias como o D-limoneno
(monoterpeno) demonstraram atividade contra a carcinogénese mamaria (CROWELL et al.,
1992), a-bisabolol (sesquiterpeno) demonstrou citotoxicidade em varias linhagens (por
exemplo, MCF-7), e o 6leo essencial de Tagetes erecta L. que afetou as células de
carcinoma de colon (HT29), MCF-7, glioblastoma humano (U343, U251, MO59J e outras) no
trabalho de Oliveira e colaboradores (2005). O estudo de Legault (2003) demonstrou a
atividade citotodxica frente a células tumorais (cancer de mama, adenocarcionoma prostatico,
carcinoma de lingua, adenocarcinoma de coélon) superior as normais (fibroblastos),

atribuindo parte desta acdo ao a-humuleno, embasados por trabalhos que tratam do a-
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humuleno em processos de apoptose e constatam altos niveis de espécies reativas de
oxigénio e citocromo b (LEGAULT et al., 2003; SUZUKI et al., 1999). Ainda mais
interessante e convergindo ao realizado neste presente trabalho, Sharma e sua equipe
verificou a citotoxicidade do OE de Cymbopogon flexuosus (Nees ex Steud.) W. Watson em
diversas linhagens celulares, inclusive HepG2, tendo encontrado resultados promissores e
Clsg entre 4 e 80 pug/mL (DE SOUSA 2009). Os mecanismos de acdo dos OE sobre células

tumorais englobam a ativacéo de vias intrinsecas e extrinsecas da apoptose.

1.3.2 Flavonoides

S&o compostos fendlicos constituidos por nicleo fundamenal difenilpropano (figura
4) e de origem biossintética mista (vias do chiquimato e acetato). Os flavonoides possuem
grande diversidade estrutural e funcdes, a exemplo da protecdo contra agressdes do
ambiente (luz, animais, fungos, virus e bactérias), atracdo de polinizadores, atividade

antioxidante, inibicdo de enzimas, controle hormonal e outros (SIMOES et al., 2010).

Figura 6 - Nucleo fundamental difenilpropano

Sao constituidos por uma grande variedade de classes, dentre as quais estdo o0s

flavondis, flavonas, flavononas e catequinas, e apresentam copiosas atividades biologicas
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comprovadas e ilustradas pelo poder antioxidante, anti-inflamatdria, antitumoral, anti-viral e
hormonal.

Sua biossintese decorre de via mista: acido chiquimico e acetato (figura 7). A partir
do acido cindmico, originado a partir da fenilalanina, forma-se o acido cumarico, responsavel
pelo anel B e ponte de 3 carbonos (grupo cinamoil ou cumaroil), enquanto que a via do

acetato é a responsavel pela formacdo do anel A (grupo benzoil) do esqueleto dos

flavonoides (SIMOES et al., 2010).

Figura 7 — Esquema simplificado da biossintese de flavonoides
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1.3.2.1 Eupatorina

A flavona eupatorina (figura 8) tem sido citada em trabalhos relacionados ao
potencial de morte em células tumorais. Segundo Doleckova e colaboradores (2012), a

flavona reduziu a viabilidade celular em linhagens de cancer de mama, mieloma mudltiplo,
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leucemia pro-mielocitica, adenocarcinoma cervical, e colaborou com a atividade
antiproliferativa do extrato cloroformio de Orthosiphon stamineus Benth. em células
tumorais, induzindo morte por apoptose. Este tipo de morte também foi constatado no
estudo de Estevéz e colaboradores (2014), que envolveu linhagens leucémicas humanas

mieldide e linfoide.

Figura 8: Flavona eupatorina.
o]
O ™~
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Também em linhagens de adenocarcinoma humano, a eupatorina se comportou
como um agente antimitético, inibindo a quinase Aurora B, causando aneploidia e citocinese
anormal (SALMELA et al., 2012). Ja na linhagem tumoral de mama MDA-MB-468 foi seletiva
em comparacdo a célula normal provavelmente por acdo no metabolismo de proteinas
CYP1 super expressas em tumores (ANDROUTSOPOULOS et al., 2008).

Além disso, extratos contendo eupatorina apresentaram atividades como
antioxidante (AKRAM et al., 2015), anti-inflamatéria (SAIDAN et al., 2015) e antiangiogénica

(DOLECKOVA et al., 2012).

1.4 Técnicas cromatograficas

As técnicas cromatograficas tem sido relatadas desde meados de 1900 com as

experiéncias do botanico russo Mikhael Semenovich Tswett. Foram aprimoradas com o
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correr dos anos e hoje podem ser utilizadas para a analise, separacdo e quantificacdo de
componentes quimicos (COLLINS et al., 2011). A cromatografia se pauta em técnicas fisico-
quimicas que permitem a interacao diferencial das espécies quimicas através de duas fases,
uma estacionaria e outra movel. No processo da cromatografia liquida podem ser utilizadas
técnicas classicas que envolvem colunas de vidro empacotadas com fases estacionarias
sélidas que séo percorridas por fases moveis, sendo o fluxo gerado por baixa pressdo ou
apenas pressdo atmosférica, ou colunas de material mais resistente e inoxidavel,
empacotadas com particulas menores através da qual percorre o solvente sob alta presséao,
designada cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Se a fase estacionaria esta
disposta sobre uma superficie plana e sélida, desenvolve-se a CCD (COLLINS et al., 2011).
Os modos de bombeamento em CLAE podem ser do tipo isocratico, quando
mantém-se constantes as propor¢des de componentes da fase mével, ou gradiente, quando
necessita-se alterar a composi¢cdo para alcancar melhor niveis de separacdo. Apds a
injecdo, os analitos sdo separados conforme eluem pela coluna e interagem com a fase
movel e a estacionaria. A seguir, o acoplamento de instrumentos analiticos independentes,
tais como EM, UV e RMN, permitem a deteccdo dos componentes eluidos através destas
técnicas hifenadas de cromatografia liguida (SNYDER et al., 2010). Fases moveis
compostas por gas inerte constituem a CG (COLLINS et al.,, 2011). A técnica de CG é
bastante indicada quando se necessita separar e analisar misturas volateis com varios
componentes. No entanto, ainda que os componentes sejam detectados, apenas o dado
referente ao tg (ou IR) de seus picos pode ndo ser suficiente ou ainda sugerir uma
identificacdo equivocada (ARDREY, 2003). O tg diz respeito ao tempo em que o analito se
encontra no sistema cromatografico, ou seja, antes de ser eluido. Quando as condicdes
cromatogréficas sdo mantidas constantes, os tg também se mantém. No entanto, pequenas
alteracdes nos componentes do sistema ou condigbes cromatogréficas podem levar a
variacdes neste tempo. Em vista disto, podem ser injetados padrdes de hidrocarbonetos que

terdo fixos os IR e o analito sera incluido em um sistema com valores antes e apos seus IR.
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Os sistemas de IR podem ser, por exemplo, Kovats. Quando modificado para eluicdo com
gradiente de temperatura, tem-se o0 Van Den Dool and Kratz (HUBSCHMANN, 2015).

Neste trabalho, o0 OE e suas fracdes foram submetidos a analises por CG-DIC e CG-
EM. No CG-DIC, o gés de arraste passa através da chama de gés hidrogénio e compostos
eluidos juntamente com a fase movel serdo queimados e, havendo ali compostos organicos,
a chama os queimara resultando em uma corrente elétrica que servird de base para a
deteccdo e quantificacdo do produto eluido (LANCAS, 1993). Para o CG-EM, a amostra é
inserida e ocorre a ionizagdo. Os ions formados séo separados de acordo com a relacdo
massa/carga, e esta técnica torna-se bastante (til e eficiente na identificacdo de compostos

volateis e com certa estabilidade térmica, envolvidos em uma mistura.

1.5 Cancer

1.5.1 Plantas e o cancer

Em linhas gerais, a terapéutica da doenca neoplasica tem se traduzido ao longo das
décadas na resseccdao cirargica, radioterapia e quimioterapia. A possibilidade de associagéo
destes tratamentos por vezes aponta um melhor progndéstico, ainda que muitos tipos de
tumores nao sejam tao sensiveis.

Alcaloides isolados da vinca, destinados ao tratamento de linfoma de Hodgkin e
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 L.e P. emodi
Wall. ex Hook.f. & Thomson utilizadas no tratamento de melanomas e outros (etoposideo),
demonstram o prestigio das espécies vegetais como fonte para a descoberta de substancias
gque tenham a habilidade de impedir, reverter ou prevenir o processo carcinogénico (SONG
et al., 1999; SPORN et al., 2000; BRANDAO et al.,2010). Com relagcédo ao desenvolvimento
de farmacos para o cancer, o trabalho de Newman e Craag (2010) conclui que, desde 1940

até o ano de publicacédo do trabalho, de 175 estruturas desenvolvidas cerca de 75% tinham
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uma origem diferente da sintética, sendo aproximadamente 49% destas semelhantes as
moléculas de origem natural ou diretamente derivadas desta fonte.

Contemporaneamente, hd uma nova tendéncia para o tratamento de tumores,
baseada na destruicdo de células tumorais sem afetar fortemente células saudaveis. Para
isto, buscam mecanismos que induzam processos apoptoticos, mecanismos de defesa,
inibbam angiogénese e outros e, uma vez mais, a gama de estruturas disponiveis nas
espécies vegetais pode ser a fonte para a descoberta de novas terapias de combate ao

cancer (COSTA-LOTUFO et al., 2009).

1.5.2 Biologia do cancer

O cancer, processo crdnico no qual células anormais apresentam um crescimento
desordenado e descontrolado invadindo tecidos e érgdos, é considerado a segunda maior
causa de mortes no mundo e sua incidéncia tem aumentado anualmente (REDDY et al.,
2003). Este aumento é atribuido a interagcdo de fatores externos, como habitos, costumes,
estilo de vida e meio ambiente, e fatores internos como a pré-disposicao genética
principalmente nos genes supressores de tumor (FEUER et al., 2000).

O desequilibrio entre a atividade de genes supressores de tumor e a formacdo de
oncogenes a partir de proto-oncogenes pode acarretar em um desenvolvimento anormal das
células, resultando na expressdo de oncoproteinas que favorecem a proliferacdo celular
incomum. A carcinogénese, processo de formagao de cancer, se divide em 3 etapas, sendo:
iniciacdo (células normais sdo expostas ao agente carcinogénico), promog¢do (células ja
expostas ao agente persistem e tem inicio a etapa pré-neoplasica), e progressao, fase na
gual as células ja possuem crescimento anormal (NERURKAR, RAY 2010).

Células neoplésicas distinguem-se de células normais pela proliferagdo
descontrolada, desdiferenciacédo e perda de funcéo, invasividade e metastase. As alteracfes
que levam ao aumento na quantidade das células tumorais decorrem da inativacdo de

genes de supressao tumoral ou da transformacao de proto-oncogenes em oncogenes, o que
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€ capaz de conferir autonomia de crescimento nestas células. Alterando sistemas como
agueles dos fatores de crescimento, transdutores do ciclo celular (ex. ciclinas e quinases
dependentes de ciclinas), expressdo de telomerase, formacdo de vasos sanguineos e
mecanismos apoptoéticos, pode ocorrer a multiplicagéo celular descontrolada. Com relacéo a
invasividade, células normais possuem relacfes espaciais umas com as outras 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 (ALBERTS et al., 2010).

A diferenciacdo celular € um processo capaz de regular a expressdo de genes
relacionados a fungbes especificas dos tecidos, além de controlar a proliferagéo celular. No
processo de carcinogénese, as alteracdes genéticas e epigenéticas resultam na perda da
regulacdo sobre a diferenciacdo e a multiplicagdo celular, de forma que os clones nao
sofrem diferenciacdo terminal completa e mantém a imortalidade e a capacidade de
resposta ao estimulo proliferativo (NAVES et al., 2000). Estas condicbes demandam novas
exigéncias metabdlicas, causando aumento na sintese de adenosina trifosfato (ATP) e na
geracdo de macromoléculas tais como proteinas, lipideos e acidos nucleicos. As alteracdes
acarretam em um aumento na produgdo de espécies reativas de oxigénio que podem
desencadear danos oxidativos, fomentando alteragbes genéticas. Ainda que o organismo
disponha de arsenal metabdlico para o0 combate ao estresse oxidativo e ainda que
moléculas antioxidantes possam ser obtidas de fontes externas (por exemplo, &cido
ascorbico e compostos fendlicos), é possivel que exista um desequilibrio suscitando
mutacbes que induzem a ceélula a processos de apoptose ou proliferagdo permanente
(KLAUNIG et al., 2010; NOGUTI et al., 2013).

Metastases sdo tumores originados a partir de células liberadas do tumor inicial e
que atingiram outros locais pelos vasos sanguineos ou linfaticos. Este processo pode
acontecer tanto no inicio quanto no decorrer da coexisténcia com 0 cancro através de
provaveis micrometéstases e a complexa relagdo entre processos de invasao, colonizacdo e

extravasamento das células para outros tecidos (DE SOUSA 2015). Células que
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metastatizam carregam mudangas genéticas responsaveis por alterarem as respostas aos
fatores reguladores de tecidos normais, e desta forma se estabelecem fora de seu local de

origem.

1.5.3 Morte celular

Diferentemente daquilo que se acreditava em épocas remotas, 0s mecanismos de
morte celular ndo sédo desencadeados apenas em situagfes de agressao as células, como
infecgbes e lesbes, mas podem ser programados frente a estimulos intracelulares e
extracelulares que possam ser prejudiciais. A morte celular também interessa na eliminacéo
de células desnecessérias, formagdo embrionaria ou em casos de mau funcionamento.
Dentre os processos com maior destaque, e foco deste trabalho, estédo apoptose e necrose,
ainda que existam outros mecanismos descritos tais como a mitose catastréfica e autofagia

(ALBERTS et al., 2010).

1.5.3.1 Apoptose

A apoptose é um tipo de morte celular programada com caracteristicas morfoldgicas
bastante particulares. Apés processo de retracdo a célula perde aderéncia, o DNA se
fragmenta e a membrana forma prolongamentos. Estes prolongamentos tendem a aumentar
e se romper em estruturas que contém material, formando os corpos apoptéticos, que serao
prontamente fagocitados por macrofagos impedindo o processo inflamatoério.  Muitos
podem ser 0s marcadores para este processo, dentre 0s quais estdo técnicas de
reconhecimento de nucleos apoptéticos com nucleotideos marcados, uso de marcadores
carregados que se relacionardo com o potencial elétrico da membrana da célula
frequentemente em apoptose e a fosfatidilserina, um fosfolipideo de membrana localizado
internamente e deslocado para a membrana externa em células apoptoticas, capaz de inibir
proteinas indutoras de citocinas inflamatoérias e marcada por Anexina V em ensaios de tipo

de morte (GRIVICICH et al., 2007; ALBERTS et al., 2010)
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As caspases sao enzimas sinalizadoras para a apoptose, sendo ativadas apés a
morte celular e clivando substratos com residuos de aspartato, causando a fragmentacéo do
ndcleo. Sao sintetizadas como precursoras inativas (procaspases) e a ativacao por clivagem
proteolitica € dependente de caspases ja ativas (GRIVICICH et al., 2007; ALBERTS et al.,
2010).

Ha 2 vias de ativacdo da apoptose: vias extrinseca (citoplasmatica) e intrinseca
(mitocondrial). A via extrinseca se ativa a partir da ligacdo de fatores especificos aos
receptores do fator de necrose tumoral (rTNF), receptor Fas e procaspases iniciadoras. A
via intrinseca pode ser desencadeada pelos fatores estimulantes (hipdxia, danos genéticos)
sob a mitocbndria. Neste caso, proteinas mitocondriais sdo liberadas no citosol podendo
ativar caspases. A partir de entdo, altera-se o potencial da membrana mitocondrial interna
(Ayp) e de sua permeabilidade, comprometendo a homeostasia celular e aumentando a
liberacdo de espécies reativas de oxigénio. Esta alteracdo de permeabilidade é a
responsavel direta pelo rompimento da organela, que acumulou liquido em sua matriz, e
foram liberadas proteinas estimulantes da apoptose (pré-apoptoéticas) para o citoplasma. As
espécies reativas oxidam macromoléculas e induzem caspases (GRIVICICH et al., 2007,
ALBERTS et al., 2010). A apoptose relaciona aos processos tumorais pois 0S cancros
possuem resisténcia a ele. Uma importante proteina liberada é o citocromo c, que se liga a
proteina de ativacdo de procaspase (Apaf-1), formando o apoptossomo, que recrutara
caspases ativadoras (GRIVICICH et al., 2007).

Em alguns casos, a via extrinseca recruta a via intrinseca para a ampliacdo do sinal
de morte programada, 0 que acorre através de proteinas Bcl-2 (subfamilias BH123 e BH3-
apenas), que também podem desencadear respostas antiapoptéticas. E natural e saudavel
que exista equilibrio entre a expressao de proteinas pré e anti-apoptoticas. As proteinas Bcl-
2, por exemplo, podem impedir a ativagdo da via intrinseca por reduzirem a liberacdo de
citocromo c, enquanto que as proteinas das subfamilias BH123 (Bax e Bak) sédo pro-
apoptéticas, podendo liberar célcio no citosol e ativar a via intrinseca, bem como estimular a

liberacdo do citocromo c. Ja as proteinas da subfamilia BH3-apenas (Bid, Bim, Puma)
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estimulam os desencadeadores proteicos da apoptose. A proteina supressora de tumor p53
aumenta sua expressao em situacdes de danos néo reparados ao DNA e se ativa, a partir
deste estimulo, genes relacionados a transcricdo proteinas BH3-apenas para que seja
ativada a via intrinseca da apoptose e ocorra a eliminagéo do risco iminente da formacgéo de

cancro (ALBERTS et al., 2010).

1.5.3.2 Necrose

A necrose é um processo caracterizado por extravazamento de conteudo celular e
que desencadeia uma resposta inflamatéria, causando injuria tecidual. Entre suas etapas
estdo a agregacdo da cromatina, perda de integridade de membrana e ruptura celular. O
processo inflamatorio gerado atinge células do entorno e as lesbes podem ser irreversiveis,

comprometendo outros tecidos (GRIVICICH et al., 2007).

1.5.4 Incidéncia

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 pulmédo o mais comum (FERLAY et al., 2010).

Caracterizado como um problema de saude publica, o céncer atinge paises
desenvolvidos e paises em desenvolvimento, indistintamente (BRASIL, 2003). No Brasil, de
acordo com o Instituto Nacional de Céancer (INCA), a estimativa para 2012, também valida
para 2013, era 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 foi o de mama
enquanto que, entre os homens, o de prostata (INCA, 2011). A Organizacdo Mundial de
Saude estima que em 2030 o nimero de mortes em decorréncia do cancer chegara a 17

milhdes, existindo 27 milhdes de casos incidentes da doenca (INCA, 2011).
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1.5.5 Fatores derisco

O cancer € uma doenca que decorre da fusdo de fatores internos e externos que
podem ser, respectivamente, o ambiente (radiacdo, alimentos), os costumes, vicios (alcool,
tabaco), e condi¢Bes imunologicas, alteragdes genéticas hereditarias ou metabdlicas, dentre
outras (DE SOUSA, 2015). Analisando sob este ponto de vista, além das frentes de combate
a doencga podem ser empregados meios de prevencdo dos fatores de risco no dia-a-dia,

através de mudancas diversificadas nos habitos de vida.

1.5.6 Terapias de combate ao cancer

Trés métodos principais embasam o tratamento das neoplasias: procedimentos
cirdrgicos, radioterapia e quimioterapia, e estes podem ser utilizados com fins curativos,
paliativos ou profilaticos, isoladamente ou associados (GREENE, HARRIS, 2012; RANG et
al, 2012).

O procedimento cirdrgico é bastante particular entre cada paciente, uma vez que
depende do tamanho, estadiamento, resposta do paciente para recuperacdo pos-
procedimento. A radioterapia combate a doenga através de radiacdo ionizante, o que
depende das caracteristicas do cancro e do paciente, sendo dificil o controle de danos a
qualquer outra célula de tecido adjacente normal. Atualmente é comum o0 uso de
quimioterapicos combinados a fim de aumentar o efeito desejado e afetar negativamente a
toxicidade. As principais classes sdo: antimetabdlitos (5-fluoraciolo e outros), alquilantes
(ciclofosfamida e outros), epipodofilotoxina (etoposideo por exemplo), citotoxicos
(doxorrubicina e outros), alcaloides derivados da vinca (vinblastina e outros), comptotecinas
(irinotecano e outros), analogos de platina (cisplatina e outros), horménios (tamoxifen e
outros), inibidores da quinase (erlotinib e outros) e anticorpos monoclonais (bevacizumab e

outros), de acordo com DE SOUSA (2015).
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1.5.7 Anexina-V

O principio deste método se baseia na ligacdo da proteina anexina V a
fosfatidilserina, localizada na parte externa da membrana plasméatica durante o processo de
apoptose como sinalizacéo aos fagdcitos (DUARTE et al., 2010).

1.5.8 Ensaio de exclusdo de fluorocromos com Hoechst, iodeto de propideo e
diacetato de fluoresceina

O corante HO emite fluorescéncia quando se liga ao DNA corando os nucleos e
durante as fases iniciais da apoptose é absorvido pelas membranas celulares. Enquanto
integras, as membranas plasmaticas se mantém impermeaveis ao iodeto de propideo e, a
medida em que a permeabilidade celular aumenta pelo avanco do processo de morte
celular, o iodeto entra nas células. O diacetato de fluoresceina demarca as membranas
celulares intactas e delimita o citoplasma, permitindo que sejam observadas suas diferentes
morfologias. Desta forma, fica possivel a verificagdo de células viaveis (citoplasma verde e
nacleo azul completo), células em apoptose precoce (ndcleo azul condensado e
fragmentado), apoptose tardia (ntcleo vermelho condensado e fragmentado) e em necrose

(ndcleo intacto e vermelho) (HASHIMOTO et al., 2003).



OBJETIVOS

25



26

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O estudo teve por objetivo geral o fracionamento cromatografico de derivados
vegetais de partes aéreas de Baccharis trimera (Less.) DC. e a identificacdo de
constituintes, a avaliacdo da citotoxicidade e estudo de morte em linhagens de células
humanas normal (MCF-10) e tumorais (MCF-7 e HepG?2) tratadas com o OE, suas fracoes e

componentes, além da flavona eupatorina isolada de EAcBt.

2.2 Objetivos especificos

o Fracionamento cromatografico das fracdes EFSBt3 e EFSBt4 do EAcBt de B. trimera

para isolamento de eupatorina;

o ldentificacdo de eupatorina por técnicas cromatogréaficas e espectrométrica;

o Fracionamento cromatografico do OE e identificacdo de seus componentes e dos

componentes de suas fracoes;

o Avaliacdo da atividade citotoxica do OE de B. trimera, suas fracdes e seus

componentes, e da eupatorina,;

o Avaliacdo quantitativa da apoptose e necrose celular causada pela eupatorina, 6leo

essencial e seus componentes;

o Verificacdo da ativacdo da apoptose via caspase-3 pela eupatorina, OE e seus

componentes.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais, reagentes e solventes

Anexina V, IP: Kit apoptose celular, Life technologies® (ThermoFisher Scientific®)
Aparelho tipo Clevenger para hidrodestilagao.
Colunas cromatograficas de bancada:
coluna de vidro com 7 cm de didmetro interno com adaptador para entrada para ar
comprimido;
coluna de vidro com 5 cm de diametro coluna de vidro com com adaptador para
entrada para ar comprimido;
coluna de vidro com 3 cm de didmetro interno com adaptador para entrada para ar
comprimido;
coluna de vidro com 2 cm de diametro interno com adaptador para entrada para ar
comprimido;
coluna de vidro com 1 cm de didmetro interno com adaptador para entrada para ar
comprimido;
Coluna cromatografica CLAE: Hypersil Gold® C18 (250 x 4,6 mm; 5 pm).
Coluna cromatografica CG: Supelco SPB-5 (5% fenil polimetilsiloxano) de 30 m x 0,25 mm
x 0,25 uym.
Coluna cromatogréafica CG: SGE Analytical Science® EN-5MS (30 m x 0,25 x 0,25 mm).
Cartucho para clean-up: Phenomenex® modelo Strata™ C18 - E (15 x 10 mm; 55 um).
Caspase-3: Kit Sigma-Aldrich®.
Cromatografia em camada delgada: Silica Gel 60G Merck®;
Cromatografia em coluna: Silica 0,2-0,5 mm Vetec®; silica 40-63 ym Fluka Analytical®;
silica 63-200 Aldrich Chemistry®.
Fases estacionérias para cromatografia em coluna e extragcédo em fase sélida:
Silica gel: 0,074-0,250 mm J. T. Baker®; 0,040-0,063 mm MERCK®;
Silica C18: 0,040-0,060 mm LiChroprep®;
Hoechst: Invitrogen®, ThermoFisher Scientific®.
Meio de cultura: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium — Low glucose, Sigma-Aldrich®
Meio de cultura — Suplementagéo: Soro fetal bovino (Fetal bovine Serum) - Sigma-
Aldrich®
Meio basico: Tris-base, Invitrogen®
Membranas: 0,22 uym, Millipore®
Solventes:
CCD, CC, EFS: Qhemis® P.A;
CLAE (incluindo pré-tratamento das amostras): metanol grau cromatogréafico J.T.
Baker® e Sigma-Aldrich®.
Agua ultrapura: obtida a partir de purificador Milli Q modelo Synergy®;
Tripsina/EDA: Inlab®

3.2 Equipamentos

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

Balanca analitica: SARTORIUS® modelo TE2145 (Max 210g; min 0,019)

Balanca semi-analitica: GEHAKA® modelo BG 200 (max 200g; min 0,025g; d = 0,001g).
Bancada de fluxo laminar vertical: PACHANE® n° 03505 modelo 050.

Capela: QUIMIS® modelo Q-216-11.
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Cromatégrafo em fase gasosa acoplado a EM: Shimadzu® modelo QP2010 equipado com
injetor automatico AOC-5000 Shimadzu®, acoplado a espectrdmetro de massas com
analisador quadrupolo e ionizag&o por elétrons.

Cromatografo em fase gasosa acoplado a DIC: Varian CP-3800, equipado com injetor
automatico Varian 8200 e detector de ionizacdo em chamas (DIC).

Cromatégrafo em fase liquida de Alta Eficiéncia (Perkin-Elmer® Flexar, modo
analitico), constituido dos seguintes moédulos: sistema quaternério de bombeamento,
injetor manual de 6 vias Rheodyne® com alca amostradora (loop) de 20 uL, detector PDA
(190-700 nm), degaseificador, software Chromera® com microprocessador de dados.
Espectrofotdmetro UV-Vis: modelo UV 1800 - Shimadzu®

Espectrémetro de Massas: modelo Micromass®Quattro Micro Tandem Quadrupole.
Espectrodmetro de Ressonancia Magnética Nuclear: Espectrdmetro modelo Fourier
Bruker® 7,0 T operando a 300 MHz para *H e a 75 MHz para **C.

Estufa bacteriol6gica: MARCONI® MA 032

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

Incubadora de CO,: TECNAL® modelo TE-399.
Microscépio 6ptico: Olympus® modelo CKX41SF.

Peagametro: MARCONI® modelo MAPA200, série 081390709.
Ultrassom: UNIQUE®, modelo USC-2800; frequéncia: 40KHz .

3.3 Material vegetal

As partes aéreas de Baccharis trimera (Less.) DC. coletadas para a obtencdo de
EAcBt vieram do Horto de Plantas Medicinas e Toxicas "Profa. Dra. Célia Cebrian de Araujo
Reis" da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP-Araraquara (21°48°53,087"S
48°11°56,612"’0). Os espécimes de B. trimera cultivados no Horto pertencem a uma
variedade (cultivar) desenvolvida e fornecida pelo CPQBA-UNICAMP denominada “CPQBA-
1” registrada no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento pelo Centro
Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biolégicas e Agricolas da Universidade Estadual de
Campinas tendo sido identificada pelo Prof. Dr. Luis Vitor Silva do Sacramento do
Laboratério de Farmacoboténica da FCF-UNESP. A exsicata de um espécimen esta
depositada no Herbario CPQBA sob numero 1286. O OE utilizado neste trabalho teve
origem de partes aéreas coletadas no CPQBA-UNICAMP (22°47°42,347"S 47°6°40,061”0),

em 20 de outubro de 2014 pela manha.
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3.4 Obtencéo de EAcBt

A secagem do material se deu a 40° C em estufa com circulacdo de ar, sendo o
material vegetal seco moido em moinho de facas. O método utilizado por Claudino (2013)
esta ilustrado pela figura 9. Foi utilizado o processo de maceragdo com aquecimento a 35°
C, com agitacdo ocasional e renovacao do liquido extrator. O procedimento foi realizado trés
vezes, utilizando um total de 1.500 g de DV. As solu¢des extrativas obtidas foram reunidas,
filtradas em papel de filtro e concentradas em rota-evaporador sob presséo reduzida (230-
540 mmHg) a 45° C. Finalmente, o extrato concentrado foi seco em capela sob fluxo de ar e
em dessecador com silica gel sob pressédo reduzida. EAcBt seco foi armazenado em

freezer.



Figura 9 - Obtencédo de EAcBLt, segundo Claudino (2013)
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3.5 Obtencéo de EFSBt3 e EFSBt4
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O fracionamento do EAcBt de partes aéreas de B. trimera que resultou, dentre

outras, nas subfracdes EFSBt3 e 4, foi realizado por Claudino (2013), e tem suas etapas

ilustradas na figura 10. As condi¢Ges estabelecidas para a EFS que levaram a EFSBt3 e 4

foram: a) amostra - 30 g de extrato seco; b) fase estacionaria - coluna de vidro de 10,5 cm

de didmetro, preenchida com 12 cm de silica gel (63-200 um, Merck); c) fase movel - 1.

hexano/acetato de etila 95:5 (fracbes EFSBt1 e EFSBt2), 2. acetato de etila (fracdes EFSBt3
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e EFSBt4), 3. acetato de etila/metanol (fracbes EFSBt5 e EFSBt6) e 4. metanol (fracbes

EFSBt7 e EFSBt8); volume por eluente = 1.800 mL; volume coletado por fragdo = 900 mL.

Figura 10 - Obtencado de EFSBt3 e EFSBt4, segundo Claudino (2013)

EACBt
30g
A. hexano/acetato de etila (95:5) EFS (silica gel)
B. acetato de etila Col. 10,5 cm didgmetro interno
C. acetato de etila/metanol (1:1) H=12 cm (silica 0,063-0,200 mm)
D. metanol V eluente: 1800mL
B B

Fragoes1, 2, 5,
6,7, 8

Fragao4

3.6 Fracionamento de EFSBt3 e EFSBt4

Inicialmente foi realizada uma cromatografia em coluna (CC1) utilizando 4,976g das
fracbes EFSBt3 e EFSBt4, obtidas de acordo com CLAUDINO (2013). Utilizou-se uma
coluna de vidro de 7 cm de diametro interno, preenchida com 20cm de silica gel (0,040-
0,063 mm). O empacotamento da coluna foi a seco e condicionou-se a silica com 500,0 mL,
correspondente ao volume morto, do primeiro eluente. A eluicdo (Veyente = 1500,0 mL) foi

conforme consta na tabela 1:
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Tabela 1 — Fracionamento cromatografico de EFSBt3 (CC1): eluentes

ELUENTE PROPORCAO (%, v/v)

1 hexano : acetato de etila : isopropanol 90; 9,3; 0,7
2 hexano : acetato de etila : isopropanol 89; 10,2; 0,8
3 hexano : acetato de etila : isopropanol 87;12,1; 0,9
4 hexano : acetato de etila : isopropanol 83;15,8;1,2
5 hexano : acetato de etila : isopropanol 75; 23,3; 1,7
6 hexano : acetato de etila : isopropanol 70; 28; 0,2
7 Acetato de etila 100

8 Metanol 100

Ao total foram coletadas 132 subfracdes. As subfracdes foram coletadas com volume
de 100,0mL, a excecéo das fracdes obtidas com MeOH, que foram coletadas em 4 frascos
com volumes de 500,0mL (subfragbes MeOH1, MeOH2, MeOH3 e MeOH4). As subfractes
foram analisadas por CCD (Condicéo 1: Fase estacionaria: Silica gel; Fase mével: hexano :
acetato de etila 80:20 (v/v); revelador: Anisaldeido sulfurico; Condigéo 2: Fase estacionéria:
silica gel; Fase mdvel: cloroférmio : acetato de etila : metanol 54,5:35,5:10 (v/v). Revelador:

Anisaldeido sulfurico.

3.7 Fracionamento das subfra¢cdes originadas de CC1 por EFS

As subfracbes MeOH2, MeOH3 e MeOH4 (CC1) foram submetidas a CCD
preparativa e/ou EFS (EFSn°2, EFSn°3, EFSn°4, EFSn°5, EFSn°6). A fase movel

utilizada em EFSn°2, EFSn°3, EFS n°4, EFSn° 5 e EFSn°6 é apresentada na Tabela 2.
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Tabela 2 - EFSn°2, EFSn°3, EFSn°4, EFSn°5 e EFSn°6: relacao entre eluentes e fracbes

coletadas
ELUENTE PROPORCAO FRACOES
1 Hexano : acetato de etila 95:5 1
2 Acetato de etila 100 2a3
3 Acetato de etila : metanol 90:10 4a6
4 Acetato de etila : metanol 70:30 7a9
5 Metanol 100 10 (10 a 13 em

EFSN°6)

A figura 11 condensa todas as etapas relativas ao fracionamento de EFSBt3 e 4,
incluindo suas condi¢cBes de eluentes, de suas subfracfes e das subfracdes obtidas pelos
processos de EFS, cujos eluentes estdo descritos na tabela acima (tabela 1). Nos quadros
azuis da figura 11, a subfracdo em destaque na cor vermelha foi selecionada para outra
etapa de EFS, enquanto que nos quadros grends se encontram as subfracdes selecionas
também para processos de EFS.

Também foi realizada CCD preparativa com as subfracbes MeOH4 e massa

remanescente de MeOH3 para a purificacdo de eupatorina.
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Figura 11 - Etapas de fracionamento cromatogréafico a partir de EFSBt3 e 4.

Fragio 3 Fragio 4
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3.7.1 EFSn°2 E EFSn°3

Utilizou-se 62,3mg da subfracdo MeOH2 obtida por CC1 para EFSn°2, e 29,4 mg de
MeOH3 para EFSn°3. A coluna de vidro escolhida possuia 2 cm de diametro interno,
preenchida com 10 cm de silica gel (0,060-0,200 mm), tendo sido empacotada a seco e
condicionada com 20,0 mL (volume morto) do eluente 1. O Vgyene COrrespondeu a 3 vezes o
volume morto (60,0 mL). Foram recolhidas fracdes com 6 mL. Todas as subfracdes obtidas
por EFS ou CC foram secas em capela ou rotaevaporador e, em seguida, em dessecador
com silica gel sob vacuo. Apos, foram armazenadas sob refrigeragdo em frascos fechados e

analisadas por CCD para observacao do perfil de separacdo alcancado. As condicBes de
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andlise foram: Fase estacionaria: silica gel; Fase moével: cloroférmio : acetato de etila :

metanol 54,5:35,5:10 (v/v). Revelador: Anisaldeido sulfurico.

3.7.2 EFSn°4

Para este procedimento foram utilizadas as subfracdes 7, 8, 9 e 10 obtidas em
EFSn°3. A cromatografia em coluna foi realizada com coluna de vidro de 1cm de diametro
interno, preenchida com 10 cm de silica gel 0,060-0,200 mm, sendo 0 Veyente = 15,0 mL (3
vezes 0 volume morto) e tendo sido utilizados 5,0 mL (volume morto) do eluente 1 para o
condicionamento da silica utilizada no empacotamento a seco da coluna. Volume de coleta
das fragcdes = 5 mL. Todas as subfra¢gdes obtidas por EFS ou CC foram secas em capela ou
rotaevaporador e, em seguida, em dessecador com silica gel sob vacuo. Apéds, foram
armazenadas sob refrigeracdo em frascos fechados e analisadas por CCD para observagéao
do perfil de separacdo alcancado. As condi¢cbes de andlise foram: Fase estacionaria: silica
gel; Fase movel: cloroférmio : acetato de etila : metanol 54,5:35,5:10 (v/v). Revelador:

Anisaldeido sulfurico.

3.7.3 EFSn°5

Este procedimento foi realizado utilizando-se as subfragbes 108 (75,7mg), 112 (74,2
mg), 122 (112,4 mg) e 127 (180,6 mg), obtidas por CC1 e selecionadas a partir da avaliacdo
dos perfis por cromatografia em camada delgada. Empregou-se uma coluna de vidro com
5cm de didmetro interno, empacotada a seco, preenchida com 10 cm de silica gel (0,060-
0,200 mm). Para o condicionamento foram utilizados 128,0 mL (volume morto) do eluente 1
para o condicionamento. Veyente = 384 mL (3 vezes o volume morto). Volume de coleta das
fragbes = 128 mL. Todas as subfracdes obtidas por EFS ou CC foram secas em capela ou
rotaevaporador e, em seguida, em dessecador com silica gel sob vacuo. Apés, foram
armazenadas sob refrigeracdo em frascos fechados e analisadas por CCD para observacéo

do perfil de separagéo alcancado. As condicdes de analise foram: Fase estacionéria: silica
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gel; Fase movel: cloroférmio : acetato de etila : metanol 54,5:35,5:10 (v/v). Revelador:

Anisaldeido sulfurico.

3.7.4 EFSNn°6

Nesta etapa foi utilizada a subfragdo 3 (juncdo das subfracdes 3-5) obtida em
EFSn°5. A cromatografia em coluna foi realizada utilizando coluna de vidro com 3 cm de
didmetro interno, preenchida com 10cm de silica gel 0,060-0,200 mm e empacotada a seco.
A coluna de silica foi condicionada com 46,0 mL (volume morto) de eluente 1. Veyente = 138,0
mL (3 vezes o volume morto). Volume de coleta das fragbes = 46 mL. Todas as subfracdes
obtidas por EFS ou CC foram secas em capela ou rotaevaporador e, em seguida, em
dessecador com silica gel sob vacuo. Apés, foram armazenadas sob refrigeracdo em
frascos fechados e foram analisadas por CCD para observacdo do perfil de separacéo
alcancado. As condi¢cdes de analise foram: Fase estacionaria: silica gel; Fase moével:

cloroférmio : acetato de etila : metanol 54,5:35,5:10 (v/v). Revelador: Anisaldeido sulftrico.

3.8 Andlises por CCD

As amostras foram solubilizadas em acetato de etila ou MeOH e submetidas a
andlise com diversas fases moéveis, tendo como revelador o anisaldeido sulfarico (seletivo
para terpenos e esteroides). Para estas analises foram utilizadas placas de silica Gel 60G
(20 x 20 cm x 0,25 mm), ativadas a 110°C por 1 h. As demais condi¢cbes de andlise estdo
especificadas em cada figura referente as cromatoplacas (ver item 4: Resultados e

discussdes). Algumas amostras foram selecionadas para o processo de CCD preparativa.

3.9 Purificacéo de eupatorina

As placas utilizadas para o procedimento de CCD preparativa foram confeccionadas
em placa de vidro de 20x20cm, com camada de silica gel G de 1mm de espessura.

As amostras submetidas ao procedimento foram MeOH4 e MeOH3. A CCD
preparativa (CCDprepl) utilizou como fase mével Cloroférmio : acetato de etila : metanol

54,5:35,5:10 (v/v), tendo a placa sido observada em camara de luz UV (352nm e 254nm). A
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massa total das subfragfes metandlicas (85 mg e 30 mg, respectivamente) foi solubilizada
em 2,5mL de metanol.
As solucdes foram aplicadas sobre a silica com o auxilio de uma microseringa de

vidro.

3.10 Identificacdo de eupatorina

Para as analises por CLAE e CCD foi utilizada a eupatorina obtida a partir de MeOHs
e MeOH,; (MeOHs.s) por CCD preparativa, tendo sido comparados seus tr e R

respectivamente.

3.10.1 Cromatografia em camada delgada

As placas utilizadas para o procedimento de CCD analitica foram confeccionadas em
placa de vidro de 20x20cm, com camada de silica gel G de 0,25 mm de espessura. Foram
comparados os R; (fatores de retencdo) da eupatorina obtida e de seu padrdo. As condicbes
de analise foram: fase mével composta por cloroférmio : acetato de etila : metanol
54,5:35,5:10 (v/v), tendo a placa sido observada em camara de luz UV (352nm e 254nm), e

revelador anisaldeido sulfarico. Concentragdo = 1mg/mL MeOH.

3.10.2 Anédlises por CLAE

Foram realizadas andlises por CLAE para obter o perfil cromatogréfico das subfracdes
de EAcBt obtidas ap0s a realizacdo da CCD preparativa e ap0s a analise dos perfis
guimicos observados por CCD.

O pré-tratamento (clean up ou eliminacéo de impurezas) das fra¢cdes (10 mg) incluiu,
filtragcdo em membrana (0,22 um, PVDF Millipore®), secagem e solubilizagdo em MeOH (1,0
mg/mL).

Para analises por CLAE-DAD foi utilizado o cromatografo Perkin EImer Flexar® com
coluna de fase reversa C18 (Hypersil Gold® 250 x 4,6 mm; 5 um), gradiente linear de 5-

100% metanol: agua (v/v) em 30 min, mais metanol por 7 min, com vazdo de 1,0 mL/min,
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Vinj = 20 pL. A faixa de detecgéo foi de 190-400 nm. Como padréo foi utilizada a eupatorina

obtida por Claudino (2013).

3.11 Determinacdao estrutural de eupatorina

Para as analises espectrométricas foi utilizada a eupatorina obtida a partir de MeOH3;

e MeOH, (generalizadas por MeOHgs.,) por CCD preparativa.

3.11.1 Espectrofotometria no UV

A concentragdo da amostra foi de 0,0025mg/mL MeOH. Faixa de leitura: 200 — 700

nm.

3.11.2 Ressonéancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de RMN unidimensionais foram obtidos a 300 MHz para *H e a 75 MHz
para '*C, para determinacéo estrutural de eupatorina. Utilizou-se CDCl; como solvente e

CHCI; como padréo interno. A concentragdo da amostra foi de 10 mg/mL.

3.11.3 Espectrometria de massas

O modo ESI* foi adquirido com voltagem capilar de 3,5 kV, temperatura da fonte fixa
a 120°C, temperatura de dessolvatacdo de 220°C, tensédo de cone de 25 V e fluxo da
seringa de 50 pL/min. O instrumento foi controlado pelo software Masslynx 4.1 (Waters

Corporation®).

3.12 Oleo essencial

3.12.1 Extracdo do OE

O OE foi obtido através da técnica de hidrodestilagéo, utilizando um aparelho do tipo
Clevenger. Foram utilizadas 100 g de droga vegetal em 500 mL de agua deionizada e o

tempo total de destilacdo foi de 4 h. Apés a obtencéo do OE, este foi retirado do Clevenger
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com auxilio de uma pipeta de Pasteur e o0 aparelho foi lavado com éter etilico para remocéo
total do OE (figura 12). Posteriormente, a solucao foi colocada em capela com fluxo de ar
para a evaporacao do éter etilico. A seguir, o frasco foi congelado e, com auxilio de pipeta,
foi possivel separar o OE da &gua residual. O produto obtido foi armazenado em frasco de

vidro fechado sob refrigeracao.

Figura 12 - Recuperacgédo do OE extraido por hidrodestilagdo

OE retirado do
Clevengercomuma
pipeta

| 1

Fase Etérea
contends OE
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Longelsmerio
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Fase Aquosa

3.12.2 Fracionamento do OE por CC

A escolha dos parametros para realizacdo de CC do OE foi ajustada a partir dos
resultados obtidos com uma CC teste. Para a sele¢cdo da fase movel foram avaliadas
diversas misturas de solventes organicos em varias proporcdes através de CCD para
visualizacdo do perfil e avaliagdo da for¢a de eluicdo e da resolugdo cromatogréfica: hexano,
hexano:acetato de etila (80:20, 85:15, 88:12, 90:10, 95:5), benzeno:acetato de etila (95:5),
hexano:diclorometano (70:30) e hexano:acetato de etila:isopropanol (90:6:4), sendo que as
misturas de hexano e acetato de etila se mostraram mais adequadas apresentando perfis
melhores de separacédo (forca de eluicdo e seletividade).

Para a coluna teste (figura 13) foram utilizados 50mg de OE solubilizados em 3mL de
hexano, coluna de vidro com 2 cm de didmetro interno, preenchida com 25 cm de silica gel

(0,040-0,063 mm), Veente=150,0 mL, tendo sido obtidas 51 subfra¢gbes (volume de coleta =
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25mL), posteriormente analisadas por CCD em placas de silica gel. As condi¢Bes de analise
foram: Fase estaciondria: silica gel; Fase moével: hexano: acetato de etila 95:5, 85:15, 82:18;
80:20; 65:35; 70:30; benzeno : acetato de etila 95:5, 90:10. Revelador: anisaldeido sulfarico.

Uma nova CC (figura 13), realizada em maior escala, utilizou toda a massa de OE
disponivel (370mg) a fim de se obter fracbes com perfis variados e possibilidade de analise
por técnicas hifenadas de CG e andlise bioldgica in vitro, tendo sido obtidas 65 fracdes.
Utilizou-se coluna de vidro com 4,50cm de diametro interno, preenchida com 25 cm de silica
gel (0,040-0,063 mm). Veuene=750,0 mL. Volume de coleta das fracdes = 94 mL. A analise
por CG-DIC permitiu evidenciar o perfil quimico geral das fracdes e, a partir desta analise

associada as analises por CCD, frac6es foram selecionadas para analise em CG-EM.

Figura 13 - Fracionamentos do OE por CC: pequena escala, maior escala e selecdo de
fracdes para analise em CG-EM

A, Hex 100 Menor escala:
B. Hex:AcQEt99:1 50mg; D.I=2 cm; Vel = 25mL;
C. Hex:AcQEt 97:3 H=25 cm (0,040-0,063 mm)

D. Hex:AcOEt 95:5
E. Hex:AcOEL 93:7

F. Hex:AcOEt 90:10 Maior escala:
G. Hex:AcOEt 85:15 370 mg; D1 =4,5 cm; Vel = 750mL;
H. Hex:AcOEt 80:20 H =25 cm (0,040-0,063 mm)
I. AcOEt 100 - 14,67,
G. MeOH 100 9,10, 18,
23-29, 31-
) 33, 35-
[ 42,44, 46,
JS—— 1 48, 49, 52,
51 fragdes ILEG_[!EJ' _"| 65 fracbes __ 54,56,57,
I 58 3p

''''''''' 1

| i
[ 1
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As proporgdes de solventes utilizadas na composi¢cédo dos eluentes, bem como as

fracBes coletadas em cada um deles para os 2 fracionamentos (menor e maior escala),

encontram-se listados na tabela 3.

Tabela 3 - Eluentes utilizados no fracionamento do OE por CC (silica gel)

FracGes CC teste FracbGes CC Eluentes / proporcao (%; v/v)
la6 la7 Hexano
7a1l2 8ail5 Hexano:acetato de etila 99:1
13a18 16 a 23 Hexano:acetato de etila 97:3
19a25 24a3l Hexano:acetato de etila 95:5
26a31 32a39 Hexano:acetato de etila 93:7
32a37 40 a 47 Hexano:acetato de etila 90:10
48 a 55 48 a 55 Hexano:acetato de etila 85:15
44 a 49 56 a 63 Hexano:acetato de etila 80:20
50 64 Acetato de etila
51 65 Metanol

3.12.3 Anédlise do OE e suas fragdes por CCD

As amostras foram solubilizadas em éter etilico ou hexano e submetidas a analise

com diversas fases moveis, tendo como revelador o anisaldeido sulfurico. Para estas

andlises foram utilizadas placas de silica Gel 60G (20 x 20 cm x 0,25 mm), ativadas a 110°C

por 1 h. As demais condi¢cdes de analise estao especificadas no item 4.4 (Resultados e

discussbes). Algumas amostras foram selecionadas para o processo de CCD preparativa.

3.12.4 Cromatografia em fase gasosa

ApOs a integracdo dos cromatogramas, os tg e areas dos picos foram tabulados.

Para o célculo do IR utilizou-se uma série homéloga de n-alcanos C8-C40 (Sigma-Aldrich®).

Foi utilizada a equacdo de Van Den Dool e Kratz (figura 14) uma vez que houve rampa de

aguecimento.
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Figura 14 - Equacao de Van Den Dool e Kratz

IR = 100.n + 100. (M—)

tRxH»l'tRn

Legenda: n: numero de carbonos do n-alcano anterior ao analito; tx: tz do analito; tn: tr do n-
alcano eluido antes do analito; tn+1: tz do n-alcano eluido apés o analito.

Os IR foram comparados com o banco de dados do NIST (National Institute of

Standards and Technology) e Adams (2007).

3.12.4.1 CG-DIC

Para as analises por CG-DIC utilizou-se um cromatografo em fase gasosa equipado
com injetor automatico e detector de ionizagdo em chama (DIC). A coluna capilar utilizada
foi Supelco SPB-5 (5% fenil polimetilsiloxano) de 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm. A temperatura

do forno foi assim programada:

60 °Cc__3"C/Mn 240 °C

Temperatura do injetor
Modo de injec¢édo: split 1/60.

Temperatura do detector: 290 °C

Volume de amostra injetado: 1 pL.

Vazédo do gas de arraste (nitrogénio): 1,0 mL/min, gas de make up (nitrogénio): 29,0
mL/min, ar sintético: 10,0 mL/min e hidrogénio: 1,0 mL/min

Concentragdo das amostras: 1mg/mL (hexano HPLC).

O tratamento dos dados foi efetuado no software Galaxie Chromatography Data
System® - Version 1.9.302.530.

3.12.4.2 CG-EM

Para as analises por CG-EM utilizou-se cromatografo em fase gasosa Shimadzu®

QP-2010 equipado com injetor automatico AOC-5000 Shimadzu® e interface com um
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espectrometro de massas. A coluna utilizada foi uma SGE Analytical Science EN-5MS (30 m
x 0,25 x 0,25 mm).

A temperatura do forno foi assim programada:

60 °C__3"C/™1 " 240 °C (5 min)

A temperatura do injetor foi 240 °C.

Modo de injecao: split 1/60.

Vazao do gas de arraste (Hélio) a um fluxo constante de 1,3 mL/min.

O volume de amostra injetado foi de 1 yL. Pressao: 79,7 kPa, Velocidade linear:
41.6 cm/s. Fluxo total: 17.3.

Concentragdo das amostras: 1mg/mL hexano HPLC.

Condi¢cdes EM: temperatura da fonte de ions e interface de 250 °C, modo de
ionizacao por elétrons a 70 eV, faixa da massas de aquisicdo de m/z 40-400 Daltons.

O tratamento dos dados foi efetuado no software GCMS solutions® Version 2.5.

3.12.7.5 CCD preparativa com fragdes do OE

As placas utilizadas para os procedimentos de CCD preparativa foram
confeccionadas em placa de vidro de 20x20cm, com camada de silica gel G de 1mm de
espessura.

Para a separacéo das fragfes 43, 44 e 45 (reunidas) obtidas por CC de OE, foram
realizados testes em CCD para a definicdo da melhor mistura de solventes para a fase
moével. A massa total das fracdes reunidas e aplicadas foi equivalente a 45mg, tendo como
fase mével hexano : diclorometano : metanol 45:54:1 (v/v). As amostras foram solubilizadas
em éter etilico (10 mg/mL).

As solucdes foram aplicadas sobre a silica com o auxilio de uma microseringa de

vidro.
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3.13 Avaliacdo do potencial citotéxico e da morte celular

3.13.1 Ensaios de citotoxicidade SRB

As células HepG2 (hepatocarcinoma humano, ATCC® HB-8065"), MCF-7 (cancer de
mama humano, ATCC® HTB-22™) e MCF10AA (célula de mama humana e normal, ATCC®
CRL-10317") foram cultivadas em frascos estéreis na presenca de meio de cultivo DMEN
low-glucose suplementado com 10% de SFB comercial. As células foram mantidas a 37°C
em estufa contendo CO,. Para os ensaios, as células foram removidas com solugédo de
tripsina contendo PBS e tripsina/EDTA (Inlab®) com pH ajustado em 7,2 esterilizada por
filtracdo com membrana de 0,4 mm de diametro (Millipore®). A suspensdo obtida foi
transferida para tubos cénicos contendo meio de cultura completo e procedeu-se a
centrifugacdo a baixa rotagdo. Ao final deste processo, 0 meio e a tripsina foram
desprezados e as células ressuspendidas em pequeno volume de meio completo para
contagem em camara de Neubauer. A concentracdo final utilizada foi equivalente a 4x10*
células/mL para que em cada cavidade da placa de 96 pocos fosse depositado um volume
de 0,1 mL de meio com célula. As placas foram pré-incubadas por 24 h a 37° C. Os
tratamentos tiveram o tempo de 24h, e ao final dele o meio foi aspirado seguindo o
tratamento. As amostras foram solubilizadas em DMSO em uma concentragdo de 40 mg/mL
(solucdo estoque) e partir desta solucéo foram preparadas as solu¢des em meio de cultura
ndo suplementado na concentracdo desejada.

Para a determinacéo das concentragdes a serem utilizadas foram realizados diversos
experimentos teste SRB em varias concentragbes, de modo que as concentracdes
escolhidas contemplassem o Cls, importante para os experimentos posteriores de analise
de apoptose e necrose. Como controle positivo foi utilizado doxorrubicina (DOX) 20 pg/mL.
O tempo de tratamento foi de 24h.

ApOs este periodo de tratamento, foram adicionados 0,050 mLde solucéo fixadora
acido tricloroacético 10%, 4° C (m/v) sobre o meio de cultura e a placa incubada por 1h a

4°c. A placa foi lavada com agua e adicionaram-se 0,050 mL de uma solucédo contendo SRB
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0,4% em &cido acético 1% por 20 min. O corante foi descartado e foi adicionada solucéo de
lavagem (acido acético 1%) adicionada diretamente nos poc¢os da placa repetindo quatro
vezes. A secagem das placas foi realizada a temperatura ambiente. O corante nao ligado foi
removido apos a lavagem e o corante ligado a proteina foi solubilizado em meio basico Tris-
base, 10 mm, pH 10,5, (INVITROGEN, CARLSBAD, CA, EUA), sob leve agitacdo por
aproximadamente 5 min (SKEHAN et al, 1990). Em seguida houve a determinacdo da
densidade Optica em leitor de placas a 570 nm.

Os calculos das porcentagens de células vivas obtidas apds os ensaios de
citotoxicidade foram realizados calculando-se as médias das absorvancias dos controles de
branco (MABSCB, média da absorbéancia do controle branco) e veiculo (MABSCV média da
absorbéancia do controle de veiculo) e as médias das absorbancias em cada concentragcéo
das amostras testes (MABST média da absorbancia do controle do teste) e controle positivo
(MABSCP). a porcentagem de células vivas foi calculada através da divisdo do valor obtido
pela diferenca entre MABST e MABSCB pelo valor da diferenca entre MABSCV e MABSCB,

conforme a equagao.

% células vivas = [(MABST — MABSCB)/(MABSCV — MABSCB) ] x 100

Os resultados foram comparados através da analise de variancia (ANOVA), com
teste de Tukey, por meio do qual podem ser avaliadas as magnitudes dos contrastes obtidos
entre duas médias de tratamento dentro de um mesmo grupo. As analises foram feitas
utilizando-se o software Graphpad Prism® version 5.01.

O ensaio se baseia na obtencéo dos valores de absorvancia resultantes da ligagédo
do corante as proteinas celulares. A imagem abaixo (Figura 15) trata-se de uma foto tirada
ao final de um dos experimentos. O aumento gradativo da intensidade de coloracéo résea
do poco 1 ao 6 e do pogo 7 ao 12 se deve as menores concentracdes avaliadas apos a
processo de diluicdo seriada, resultando, conforme descrito nas proximas linhas, em maior

porcentagem de sobrevida celular (resposta dependente de concentraco).
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Figura 15 - Placa de 96 pocos apos tempo de incubagéo com corante SRB

As concentragdes utilizadas neste ensaio encontram-se na tabela 4.

Tabela 4 - Concentragdes de amostras e CP utilizados no ensaio de SRB

Substancia

Linhagem

[Mg/mL]

[uM]

a-humuleno

a-humuleno

a-humuleno

trans-cariofileno

trans-cariofileno

trans-cariofileno

MCF-10

MCF-7

HepG2

MCF-10

MCF-7

HepG2

50,0; 25,0; 12,5; 6,25;

3,12; 1,56; 0,78

100,0; 50,0, 25,0; 12,5;

6,25; 3,12, 1,56, 0,78

25,0; 12,5; 6,25; 3,12;

1,56; 0,78

100,0; 50,0; 25,0; 12,5,
6,25, 3,12, 1,56, 0,78
50,0; 25,0; 12,5; 6,25;

3,12; 1,56; 0,78

100,0; 50,0; 25,0; 12,5,

6,25, 3,12, 1,56, 0,78

204,68; 102,34, 51,17,
25,58; 12,79; 6,39; 3,19.
409,36; 204,68; 102,34;
51,17; 25,58; 12,79; 6,40;

3,20.

102,34, 51,17, 25,58;
12,79; 6,39; 3,19; 6,40;
3,20..

409,36; 102,34, 51,17,
25,58; 12,79; 6,39.
204,68; 102,34, 51,17;
25,58; 12,79; 6,39; 3,20.
409,36; 102,34, 51,17,
25,58; 12,79; 6,39; 3,20;

1,59.
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Oxido de cariofileno

Oxido de cariofileno

Oxido de cariofileno

Eupatorina

Eupatorina

Eupatorina

OE

OE

OE

Fracdes do OE

Doxorrubicina

MCF-10

MCF-7

HepG2

MCF-10

MCF-7

HepG2

MCF-10

MCF-7

HepG2

Todas

Todas

25,0; 12,5; 6,25; 3,12;

1,56; 0,78

100,0; 50,0; 25,0; 12,5,

6,25, 3,12, 1,56, 0,78

100,0; 50,0; 25,0; 12,5,

6,25, 3,12, 1,56, 0,78

25,0; 12,5; 6,25; 3,12;

1,56; 0,78

100,0; 50,0; 25,0; 12,5,

6,25, 3,12, 1,56, 0,78

100,0; 50,0, 25,0; 12,5,

6,25, 3,12, 1,56, 0,78

100,0; 50,0; 25,0; 12,5,

6,25, 3,12, 1,56, 0,78

50,0; 25,0; 12,5; 6,25;

3,12; 1,56; 0,78

25,0; 12,5; 6,25; 3,12;
1,56; 0,78

150,0; 75,0; 37,5, 18,7,
9,37, 4,68

20,0

113,45; 56,72; 28,36;
14,18; 7,09; 3,54.
453,82; 226,91; 113,45;
56,72; 28,36; 14,18; 7,09;
3,55.

453,82; 226,91; 113,45;
56,72; 28,36; 14,18; 7,09;
3,55.

72,60; 36,30; 18,15; 9,07,
4,53; 2,26.
290,42; 145,21, 72,60;
36,30; 18,15; 9,07, 4,53;
2,27.

290,42; 145,21, 72,60;
36,30; 18,15; 9,07; 4,53;

2,27..

36,79

Tabela 4 — (finah
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A citotoxicidade para as linhagens celulares foi comparada utilizando o indice de
seletividade (IS), através da relacdo entre a Cls, de MCF10A e Clsq de cada linhagem

tumoral (HepG2 e MCF7) para verificar a seletividade para linhagens tumorais.

3.13.2 Ensaio de anexina-V

O ensaio de anexina-V foi realizado segundo Duarte et al., 2010, com as adequacdes
necessarias para utilizacdo do equipamento In Cell Analyser 2000 (GE Healthcare®©).

Foram plaqueadas 5x10° células/poco em placas de 96 pocos. Apés o tempo de
crescimento (24h), as células foram tratadas nas concentra¢des estabelecidas por meio do
ensaio de citotoxicidade. Os tratamentos estiveram em contato com as células por 12 h. Em
seguida, a placa foi centrifugada a 2.500 r.p.m., e 0os pogos lavados com 0,200 mL de PBS.
Ap6s a lavagem, foram adicionados 0,1 mL/po¢co de tampdo de ligacdo de anexina-V
(Hepes® 10mm, NaCl 140mm e CaCl2 2,5mm), contendo 1,3ug/mL de anexina-V conjugada
com FITC (Life technologies®), e 1,6ug/mL de HO (1mg/mL), sendo incubadas por 15 min.
Ap6s os 15 min, foram adicionados 0,0200 mL de iodeto de propideo (1ug/mL) em tampéao
de ligacdo. As imagens foram adquiridas e analisadas utilizando o equipamento In Cell
Analyser 2000 (GE Healthcare®©), nas dependéncias do Laboratério de Protedmica da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara - UNESP. Controle de veiculo
(DMSO). Dox: Controle positivo de necrose (doxorribicina 20 pg/mL). Curc.: controle positivo

de apoptose (curcumina 53 ug/mL).

As concentracdes utilizadas neste ensaio encontram-se na tabela 5:

Tabela 5 - Concentracdes de amostras e CP utilizados no ensaio de Anexina-V

Substéncia Linhagem [Mg/mL] [uM]
a-humuleno MCF-10 20,0; 10,0; 5,0 97,87, 48,93, 24,46
a-humuleno MCF-7 10,0; 5,0; 2,5 48,93; 24,46; 12,23

a-humuleno HepG2 30,0; 15,0; 7,5 146,80; 73,40; 36,70
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trans-cariofileno MCF-10 30,0; 15,0; 7,5 146,80; 73,40; 36,70
trans-cariofileno MCF-7 16,0; 8,0; 4,0 78,29; 39,14, 19,57
489,35; 244,67,
trans-cariofileno HepG2 100,0; 50,0; 25,0
122,33
) 680,73; 340,36;
Oxido de cariofileno MCF-10 150,0; 75,0; 37,5
170,18
Oxido de cariofileno MCF-7 200, 100 e 50 907,64;453,82; 226,91
Oxido de cariofileno HepG2 50,0; 25,0; 12,5 226,91; 113,45; 56,72
Eupatorina MCF-10 10,0; 5,0; 2,5 29,04, 14,52; 7,26
Eupatorina MCF-7 100,0; 50,0; 25,0 290,42; 145,21, 72,60
Eupatorina HepG2 50,0; 25,0; 12,5 145,21, 72,60; 36,30
OE MCF-10 20,0; 10,0; 5,0 -
OE MCF-7 15,0; 7,5; 3,75 -
OE HepG2 30,0; 15,0; 7,5 -
Curcumina Todas 53,0 143,87
Doxorrubicina Todas 20,0 36,79

Tabela 5 — (Final)

3.13.3 Ensaio de exclusdo de fluorocromos com Hoechst, iodeto de propideo e
diacetato de fluoresceina

Ensaio de excluséo de fluorocromos com HO/IP foi realizado segundo HASHIMOTO
et al., 2003, com as modificagcbes necessarias para utilizacdo do equipamento IN Cell
Analyser 2000 (GE Healthcare®©).

Foram plaqueadas 5x10* células/poco em placas de 96 pocos. Os tratamentos foram
realizados por 12h, visto que nos tratamentos com 24h houve uma alta taxa de mortalidade
celular. A distincdo entre células apoptoticas e necréticas foi realizada a partir da coloracéo
das células com uma solugdo contendo diacetato de fluoresceina 3,5 yg/mL (DAF), IP 2,5
pg/mL, e HO1,5 ug/mL (HO) 33342 (Invitrogen®). Apés o periodo de tratamento, a placa foi

centrifugada a 2.500 r.p.m., e cada pogo foi lavado e corado (0,100 mL/pogo) com os
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fluorocromos por 10 min ao abrigo da luz. Ap6s o periodo de incubacgéo, as imagens foram
adquiridas e analisadas utilizando o equipamento IN Cell Analyser 2000 (GE Healthcare®©),
nas dependéncias do laboratério de Protebmica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
de Araraquara - UNESP. Controle de veiculo (DMSO). Dox: controle positivo de necrose
(doxorribicina 20 pg/mL). Curc.: controle positivo de apoptose (curcumina 53 pg/mL).

As concentragdes utilizadas encontram-se na tabela 6:

Tabela 6 - Concentracbes de amostras e CP utilizados no ensaio de exclusdo de
fluorocromos com HO, IP e diacetato de fluoresceina

Substancia Linhagem [mg/mL] [MM]
a-humuleno MCF-10 20,0; 10,0; 5,0 97,87, 48,93; 24,46
a-humuleno MCF-7 10,0; 5,0; 2,5 48,93; 24,46; 12,23
a-humuleno HepG2 30,0; 15,0; 7,5 146,80; 73,40; 36,70
trans-cariofileno MCF-10 30,0; 15,0; 7,5 146,80; 73,40; 36,70
trans-cariofileno MCF-7 16,0; 8,0; 4,0 78,29; 39,14, 19,57
489,35; 244,67,
trans-cariofileno HepG2 100,0; 50,0; 25,0
122,33
) 680,73; 340,36;
Oxido de cariofileno MCF-10 150,0; 75,0; 37,5
170,18
Oxido de cariofileno MCF-7 200, 100 e 50 907,64;453,82; 226,91
Oxido de cariofileno HepG2 50,0; 25,0; 12,5 226,91; 113,45; 56,72
Eupatorina MCF-10 10,0; 5,0; 2,5 29,04; 14,52; 7,26
Eupatorina MCF-7 100,0; 50,0; 25,0 290,42; 145,21, 72,60
Eupatorina HepG2 50,0; 25,0; 12,5 145,21, 72,60; 36,30
OE MCF-10 20,0; 10,0; 5,0 -
OE MCF-7 15,0; 7,5; 3,75 -
OE HepG2 30,0; 15,0; 7,5 -
Curcumina Todas 53,0 143,87
Doxorrubicina Todas 20,0 36,79
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3.13.4 Avaliacéo da atividade de caspase-3

Para verificar o nivel da ativacdo da caspase-3, as células foram plagueadas
(1x10%células/poco) em placas de 96 pocos. Apdés o tratamento (12 h) a placa foi
centrifugada a 2.500 r.p.m., cada poco foi lavado com 0,200 mL PBS. Apés a lavagem, as
células foram permeabilizadas com solugdo de saponina 0,5% (dissolvida em meio de
cultura contendo ditiotreitol - DTT a 5mM e EDTA a 2mM) por 10 min. Apds a etapa de
permeabilizacdo, foram adicionados 0,100 mL da solucdo de substrato fluorigénico (Ac-asp-
met-gln-asp-AMC) especifico para caspase-3 (20uM concentracao final) - Sigma® e IP 2,5
pg/mL para marcagdo nuclear. As imagens foram imediatamente adquiridas e analisadas
utilizando o equipamento IN Cell Analyser 2000 (GE Healthcare®©), nas dependéncias do
laborat6rio de Prote6bmica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara —
UNESP (EARNSHAW, 1999).

As concentracdes utilizadas neste ensaio encontram-se na tabela 7:

Tabela 7 - Concentracfes das amostras utilizadas nos ensaios de atividade de caspase-3

Substancia Linhagem [ng/mL] [uM]
a-humuleno MCF-10 5,0;2,5;1,25 24.,46; 12,23; 6,11
a-humuleno MCF-7 10,0; 5,0; 2,5 48,93; 24,46; 12,23
a-humuleno HepG2 25,0; 12,5; 6,25 122,33; 61,16; 30,58
trans-cariofileno MCF-10 30,0; 15,0; 7,5 146,80; 73,40; 36,70
trans-cariofileno MCF-7 16,0; 8,0; 4,0 78,29; 39,14; 19,57
489,35; 244,67;
trans-cariofileno HepG2 100,0; 50,0; 25,0
122,33
680,73; 340,36;
Oxido de cariofileno MCF-10 150,0; 75,0; 37,5
170,18
Oxido de cariofileno MCF-7 200,0; 100,0; 50,0 907,64;453,82; 226,91
Oxido de cariofileno HepG2 50,0; 25,0; 12,5 226,91; 113,45; 56,72
Eupatorina MCF-10 10,0; 5,0; 2,5 29,04; 14,52; 7,26
Eupatorina MCF-7 100,0; 50,0; 25,0 290,42; 145,21; 72,60
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Eupatorina
OE
OE
OE
Curcumina

Doxorrubicina

HepG2
MCF-10
MCF-7
HepG2
Todas

Todas

50,0; 25,0; 12,5
20,0; 10,0; 5
15,0;7,5; 3,75
20,0; 10,0; 5
53,0

20,0

145,21, 72,60; 36,30

143,87

36,79

Tabela 7 - (final).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Fracionamento das fragdes EFSBt3 E 4 por CC (CC1)

Foram obtidas fracdes com perfis quimicos diferentes. A figura abaixo (figura 16)
ilustra diferentes tonalidades e reforgcou a observacdo de diferentes perfis de constituintes

guimicos.

Figura 16 - Diferentes fracdes obtidas por CC1

As subfracbes de CC1 foram reunidas de acordo com os perfis cromatogréaficos

obtidos por CCD (tabela 8).
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Tabela 8 - Cromatografia em coluna 1: massas (mg)
das subfragbes reunidas

SUBFRACOES MASSA (mg)

1 83,8
3 20,0
4 45,0
6 50,0
10 57,6
16 192,7
31 21,6
33 104,0
46 156,3
57 359,8
74 314,5
107 75,7
112 74,2
122 112,4
127 179,2

MeOH1 1401,10
MeOH2 62,3
MeOH3 59,4
MeOH4 93,8

Rendimento 65,58%

As andlises por CCD também demonstram a obtencédo de subfracbes com diferentes
composi¢des quimicas (figura 17, A). As subfracdes 1, 3 e 4 apresentam perfis semelhantes,
assim como 6 e 10. A partir da subfracdo 31 foi observada a presenca de varias manchas.
Estando muitas substancias retidas na origem e nao eluidas, a partir da subfracdo 108 as
condicbes de fase movel foram alteradas, sendo que até a fragcdo final os perfis eram

bastante similares (figura 17, B).
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Figura 17 - Cromatoplacas das subfra¢des da CC1

1 3 4 € 10 B 3 11 4 57 T4 107 08 112 116

107 108 118 912 114 116 18 122 123 124 928 120 TIT MeOHI WeORD MeOH)  WeOMS

Fase estacionaria A: Silica gel; Fase mdvel: hexano : acetato de etila 80:20 (v/v).
Revelador: Anisaldeido sulfirico; Fracdes: 1 até 117. Fase estacionaria B: silica gel; Fase
movel: cloroférmio : acetato de etila : metanol 54,5:35,5:10 (v/v). Revelador: Anisaldeido
sulfarico; Fracdes: 108 até MeOHA4.

A figura 18 apresenta cromatoplacas com os perfis obtidos por CCD das primeiras
subfracdes de CC1 ja reunidas, do EAcBt, de EFSBt3 e EFSBt4, fracfes a partir das quais
esta CC foi realizada, e do OE. Conforme esperado, componentes do OE foram observados
no extrato EAcCBt, nas suas fracdes EFSBt3 e 4 e respectivas subfracbes iniciais (1-10).
Cabe ressaltar que tanto o extrato, quanto as fracdes e subfracdes citadas contém tais

componentes do OE por terem sido obtidos com solventes de baixa a média polaridade.
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Figura 18 - Cromatoplacas com EACBH, fragbes EFSBt4 e 4, OE do caule

A

1 3 a4 6 10 EaAcBT EFSBt OE OE
304 caule caule+flor

1 3 a 6 10 EAcBT EFsBt OE OE
304 caule caule+flor

Fase estacionaria: silica gel; Fase mével: Hexano : acetato de etila 98:2 (v/v). Revelador:
Anisaldeido sulfarico. Fase estacionaria: silica gel; Fase mdvel: hexano : acetato de etila
95:5 (v/v). Revelador: Anisaldeido sulfarico.

4.2 Isolamento e purificacdo da eupatorina

4.2.1 EFSn°2

Foram recolhidas 10 subfracbes da subfracio MeOH2 obtida por CC1, e
posteriormente foram analisadas por CCD (figura 19), sendo reunidas de acordo com a

semelhanca dos perfis quimicos (Tabela 9).
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Figura 19 - Cromatoplacas das fracdes da EFSN°2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Fase estacionaria: silica gel; Fase moével: cloroférmio : acetato de etila : metanol
54,5:35,5:10 (v/v). Revelador: Anisaldeido sulfurico.

Pela analise do resultado da CCD acima (figura 19), as subfracdes 3 a 6

apresentaram-se purificadas.

Tabela 9 - EFSn2: massas (mg) das subfragfes reunidas

SUBFRACOES MASSA (mg)
1 1,90
2 1,60
3 9,90
7 1,00
8 6,49
9 3,70
10 2,80

Rendimento 71,41%
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4.2.2 EFSn°3

A partir da analise dos perfis obtidos por CCD (Figura 20), foram reunidas as
subfracdes 1+2, 3+4, 8-10. A andlise destas subfragdes por CCD também mostra que 2,3,6

e 7 foram purificadas e que 8-10 foram semipurificadas.

Figura 20 - Cromatoplacas das fragbes da EFSn°3

Fase estacionéria: silica gel; Fase modvel: cloroférmio : acetato de etila : metanol
54,5:35,5:10 (v/v). Revelador: Anisaldeido sulfurico.

Os rendimentos encontram-se na Tabela 10.

Tabela 10 - EFSn3: massas (mg) das subfracdes reunidas

SUBFRACOES MASSA (mg)

4,60
5,40
1,00
3,00
7,50
6,50
Rendimento 93,5 %

0o N O O W P
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4.2.3 EFSn°4

As massas das subfracdes obtidas a partir das subfracdes 7, 8, 9 e 10 obtidas em
EFSn°3 sdo apresentadas na tabela 11 e os perfis cromatogréaficos (CCD) encontram-se na

figura 21.

Figura 21 - Cromatoplacas das fra¢cdes da EFSn°4

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Fase estacionaria: silica gel; Fase moével: cloroférmio : acetato de etila : metanol
54,5:35,5:10 (v/v). Revelador: Anisaldeido sulftrico.

Tabela 11 - EFSn4: massas (mg) das subfracdes reunidas

SUBFRACOES MASSA (mg)

2,10
1,30
1,70
1,00
4,00
Rendimento 67,14%

0 N w N

Mais uma vez, a andlise da cromatoplaca acima mostrou a pureza de subfracdes (4-

6) obtidas por EFS.



4.2.4 EFSn°5
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As massas das subfracGes obtidas a partir das subfracbes 108, 112, 122 e 127 da

CC1 séo apresentadas na tabela 8 e os perfis cromatogréficos encontram-se na figura 22.

Figura 22 - Cromatoplaca das fragcdes da EFSN°5 e a
amostra MeOH4

1 2 2 “ 5 6 7 a8 L] 10 1" 12 MoOMH4

Fase estacionaria: silica gel; Fase movel: cloroférmio : acetato de etila :

54,5:35,5:10 (v/v). Revelador: Anisaldeido sulftrico.

Os rendimentos encontram-se na Tabela 12.

Tabela 12 - EFSn5: massas (mg) das subfracfes reunidas

SUBFRAGOES MASSA (mg)
1 16,60
2 13,00
3 90,50
6 140,10
12 150,50

Rendimento 92,73%

metanol
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4.2.5 EFSn°6

As massas das subfracdes obtidas a partir das subfragbes 3, 4 e 5 da EFSn°5 séo

apresentadas na tabela 13e os perfis cromatograficos encontram-se na figura 23.

Tabela 13 — EFSn°6: massas (mg) das subfragfes reunidas

SUBFRACOES MASSA (mg)
1 1,30
3 2,50
4 2,70
8 10,30
Rendimento 18,35%

Figura 23 - Cromatoplacas das fracoes da EFSN°6

Fase estacionaria: silica gel; Fase movel: cloroformio: acetato de etila: metanol 54,5:35,5:10
(v/v). Revelador: Anisaldeido sulfarico

4.2.6 Cromatografia em camada delgada preparativa para obtencdo da eupatorina
(CCDp1)

Ao término da eluicdo cromatografica das subfrac6es MeOH3, a placa foi seca ao ar

em capela e em seguida observada sob luz ambiente e em camara com luz UV (254 e 352
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nm). Para CCDpl foram observadas em UV 5 bandas distintas. Todas as bandas
observadas foram recolhidas separadamente, filtradas em funil de vidro sinterizado e
membrana de 0,45 um, solubilizadas em metanol ou éter e secas. A massa final de

eupatorina recuperada foi equivalente a 3,4 mg.

4.3 Determinacé&o estrutural da eupatorina

A eupatorina foi obtida como um pé de coloracdo levemente amarelada. Seu
espectro de massas de baixa resolugdo (ESI-MS/MS) no modo positivo (figura 24)
apresentou o pico relativo ao fon molecular [M+H]" com valor de m/z de 345, que é
consistente com o valor de massa molecular 344 Da, calculado com base na formula

empirica C1gH;605.

Figura 24 — Espectro de massas de eupatorina. MS? do fon precursor com m/z
345. ESI-MS/MS; modo positivo

DAUGHTER SCAN EUPATORIN 1 (0.018) Daughters of 3455+
2038 3.43e4
100
3447
3115
3121
=
284.2
3204
224 3
k29,5
23130
108.0 . 345 5
102.3 | 1110 1380 1484 1ses 2129 L. 2582 oo
o ' C ok JOOTETO ase7  a137 sm7adns 493Q ass2
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Wang e colaboradores (2009) realizaram um estudo de espectrometria de massas
tandem (ESI-MS/MS) utilizando seis flavonas agliconas polimetoxiladas e determinaram o
padrdo de fragmentacdo deste tipo de flavona, além de propor os mecanismos envolvidos.
Com base neste estudo, estdo apresentados na tabela 14 fragmentos formados a partir do
fon precursor com m/z 345 (MS? e suas respectivas perdas. Fundamentalmente, os

fragmentos observados s&o coerentes com a estrutura de uma flavona polimetoxilada,

conforme proposto pelos autores citados, incluindo perdas de CHj' (m/z 330), 2CHs (m/z

315), CH, (m/z 329).

Tabela 14 - Fragmentos obtidos a partir do ion precursor m/z 345 (MS?)

Fragmento m/z Perda
[M+H-15]" 330 CHa:
[M+H-16]" 329 CH,
[M+H-44]" 301 H O+CH_. ou CO,
[M+H-61] 284 CO+H,0+CHjs.

A andlise do espectro no UV/Vis corrobora com a sugestdo de uma flavona. Sabe-se
gue substancias caracterizadas como flavonas possuem 2 bandas majoritarias de absorcéo
no UV na regido compreendida entre 240-400 nm. A faixa de 300-380 nm refere-se a banda
I, associada a absorcéo do anel B ou sistema cinamoil (figura 25). Enquanto isto, a banda Il
(240-280 nm) envolve a absorcdo do anel A ou sistema benzoil (figura 28), de acordo com

Mabry et al. (1970).
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Figura 25 - Estrutura das flavonas

OH

OH

OH O

O espectro no UV/Vis da substancia purificada (Figura 26) mostra os bandas
compreendidas nas faixas de comprimentos de onda correspondentes as bandas | (anel B)

e banda Il (anel A) caracteristicas de flavonas.

Figura 26 - Espectro no UV/Vis da substancia purificada da fragdo MeOH3
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O espectro de RMN de *C (figura 28) mostrou 18 sinais, o que é coerente com um
esqueleto de flavonoide do tipo aglicona trimetoxilado. Os sinais observados nos espectros
de RMN em & 56,3 g, 56,5 q e 62,0 q para *C e 3,98 s, 3,97 s e 3,92 s para 'H (figura 27)
evidenciaram a presenca dos 3 grupos metoxilas. Os sinais quimicos de carbonos

aromaticos oxigenados em & 153,1 s e 146,1 s no espectro de RMN de **C s&o referentes a
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carbonos ligados a hidroxilas. As posicdes dos grupos substituintes (3 metoxilas e 2
hidroxilas) nos anéis arométicos (A e B) foram atribuidas com base nos acoplamentos dos
hidrogénios remanescentes nos anéis aromaticos, considerando-se as multiplicidades e
constantes de acoplamento observadas no espectro de RMN de 'H. Os deslocamentos
quimicos em 6 111,0 d, 112,5 d e 119,3 d no espectro de RMN de BCeemd6,95d (9Hz;
1H), 7,46 d (3Hz, 1H) e 7,43 dd (9 e 3Hz; 1H) no espectro de RMN de *H foram atribuidos as
posicdes 2', 5' e 6' do anel B. Os sinais em & 6,54 s no espectro de RMN de *H e em 6 91,0
d no espectro de RMN de *C correspondem ao carbono ndo substituido do anel A (C8) e
seu respectivo hidrogénio (H8). O sinal com deslocamento quimico em & 182,8 s no
espectro de RMN de **C mostra a presenca da carbonila e os sinais em & 104, 6 d (C3),

164,0 s (C2) e 6,57 s (H3) sé&o referentes a ligacao dupla no anel C.

A tabela 15 traz dados espectrométricos obtidos para a eupatorina a 300 MHz para

'H e 75 MHz para **C.



Figura 27 - Espectro de RMN de *H (10 mg/mL; CDCIl,) da substancia isolada — eupatorina
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Figura 28 - Espectro de RMN de **C (10 mg/mL; CDCl;) da substancia isolada — eupatorina
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Tabela 15 - Dados espectrométricos de RMN obtidos para a eupatorina a 300 MHz para 'H e a 75 MHz para **C, em CDCl,

C 5°ct 5°C’ 5°C &H (@ Hz)" & H (J Hz)* &H (J Hz)

2 163,8 s 163,6 s 164,0s  ceeeeeeem s e

3 103,2d 104,3 d 104,6 d 6,80s1H/6,91s1H 657s1H/655s1H 6,57 s1H/6,54 s 1H

4 182,1s 182,8 s 182,8s e e

5 152,0's 152,9 s 153,1s e e

6 1319s 132,7 s 132,7s  eememeeeem s

7 158,6 s 158,5 s 158,95 e et

8 91,5d 90,5 d 91,0d 6,91s1H/6,80s1H 655s1H/657s1H  6,54s 1H/ 6,57 s 1H

9 152,6 s 153,0 s 153,4s et

10 105,1s 106,2 s 106,3S e s e

1 122,9s 124,5s 12468 00 o e e

2 113,1d 112,2d 112,5d 7,47 d (2,0) 1H 7,49d (3,0) 1H 7,46 d (2,1) 1H

3 146,8 s 1459 s 146,1Ss e s e

& 151,1s 149,4 s 149,85 e et e

5 112,1d 110,7 d 111,0d 7,10d (8,0) 1H 6,95 d (9,0) 1H 6,95 d (8,5)

6 118,7d 119,1d 119, 3d 7,58 dd (2,0; 8,0) 1H 7,44 dd (3,0; 9,0)1H 7,43 dd (2,1; 8,5)
OCHg; 55,8 q 56,1 q 56,3 q 3,88s 3,99s 1H 3,98 s 1H
OCHj 56,4 q 56,3 q 56,5 q 3,94s 1H 3,98s 1H 3,97 s1H
OCHj 59,9 q 60,8 q 62,0 q 3,74s'H 3,95s 1H 3,92s1H

OH e e e e 12,74 s 1H

! Dados de RMN da 3’,5-diidroxi-4’,6,7-trimetoxiflavona obtidos em solvente deuterado
utilizado respectivamente para *C e *H (NAGAO et al., 2002).

2 Dados de RMN da 3',5-diidroxi-4’,6,7-trimetoxiflavona respectivamente para °C e 'H

(CLAUDINO, 2013).
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Estas analises permitiram que fosse identicada a 3’,5-diidroxi-4’,6,7-trimetoxiflavona
ou eupatorina (figura 29).

Figura 29 - Estrutura de 3’,5-diidroxi-4’,6,7-trimetoxiflavona (eupatorina)

4.4 |dentificacdo de eupatorina

4.4.1 Cromatografia em camada delgada

A fragéo referente a eupatorina foi submetida a CCD para comparacao de seu perfil
com o da eupatorina obtida por Claudino (2013). Os valores de R; e as coloracfes das

manchas foram idénticas (figura 30).
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Figura 30 - Cromatoplaca de comparacéo entre a eupatorina obtida e um padréo

Eup. Eup.
CCDPrep 1

Legenda: Eup.: eupatorina obtida por Claudino (2013); Eup. CCDPrep 1: eupatorina obtida
apos o processo de CCD preparativa

Fase estacionaria: Silica Gel; Fase movel: cloroférmio : acetato de etila : metanol
54,5:35,5:10 (v/v). Revelador: Anisaldeido sulfurico

4.4.2 Andlise por CLAE-DAD

Foi preparada em MeOH grau HPLC uma solug&o 1,25mg/mL de eupatorina isolada
a partir de MeOH3 em para injecdo em cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE). Nas
andlises por CLAE observou-se que a amostra analisada e o padrdo eupatorina
apresentaram o mesmo tempo de retencdo (figuras 31 e 32). A pureza do pico esteve igual

a 95,92% em 250 nm.



Figura 31 - Cromatogramas da eupatorina (oriunda de MeOHs.,) realizados em CLAE/DAD
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A: 230 nm; B:250 nm; C:300 nm. Gradiente linear de 5-100% metanol: agua (v/v) em 30 min, mais metanol por 7 min, com vazéo de 1,0

mL/min, Vi, =20 yL
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Figura 32 - Cromatogramas da eupatorina obtida por CLAUDINO (2013) realizados em CLAE/DAD
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A: 230 nm; B:250 nm; C:300 nm. Condi¢des de andlise: gradiente linear de 5-100% metanol: agua (v/v) em 30 min, mais metanol por 7
min, com vazao de 1,0 mL/min, Vi = 20 uL.
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Foram obtidos 420 mg de OE a partir de 100g de partes aéreas secas de B.

trimera. O OE foi submetido a andlise por CG-DIC e CG-EM. O cromatograma obtido

para o OE por CG-DIC encontra-se na figura 33.

Figura 33 — Cromatograma do OE obtido por CG-DIC
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A proposta de identificagdo de seus componentes encontra-se na tabela 16, e a

tabela 17 mostra a proposta para o OE que foi objeto de estudo em Claudino (2013).

Tabela 16 - Propostas de identificacdo de componentes do OE a partir de analises por

CG-DIC e CG-EM

CleHEhi Propostas de Identificagdo

PICO tR (min) IR exp. AREA IR lit.

1 6,72 977 1,7 - -

2 6,72 977 1,7 - B-ocimeno

3 6,99 987 1,2 - -

4 8,88 1043 1,1 - linalol; terpinoleno
5 22,55 1377 1,5 1377 a-copaeno

6 23,14 1391 15 1390 B-cubebeno

OE 7 24,52 1424 18,9 1420 trans-cariofileno

8 25,07 1438 1,2 - -

9 25,2 1441 2.3 1448 a-humuleno

1456

10 25,81 2,4 1455 aromadendreno
11 26,99 1485 10,5 1485 germacreno D
12 27,18 1489 0,7 - -



13
14
15

16

17
18
19
20
21
22
23
24

27,63
28,17
28,51

30,7

30,79
31,09
31,37
31,72
32,57
33,11
33,21
33,68

1501
1514
1523

1579

1582
1589
1597
1606
1629
1643
1646
1659

15,6

11
6,6

29

0,9
55
3,6
1,7
0,8
1,6
1,8
3,9

1500

1522
1577;1579

1592
1594
1603
1623

1656
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biciclogermacreno
a-gurjuneno
delta-cadineno

espatulenol; éxido de
cariofileno

viridiflorol
viridiflorol
rosifoliol
cubenol
calareno; delta-cadineno

a-cadinol

Tabela 16 — (final)

Entre seus compostos majoritarios pode ser observada a presenca do trans-

cariofileno (18,9%), germacreno D (10,5%) e biciclogermacreno (15,6%), consoante

com a composi¢cdo majoritaria encontrada por Claudino (2013) e exposta na tabela 17.

Tabela 17 - Propostas de identificagdo de componentes OE obtido por Claudino
(2013) a partir de analises por CG-DIC e CG-EM

CG-EM
PICO tR (min) IRexp. AREA IRIit. Proposta de Identificacdo
1 21,16 - 15 - -
2 22,67 1394 0,4 1374 a-copaeno
3 23,03 - 0,4 - -
4 23,29 1411 3,0 1389 3-elemeno
5 24,36 1439 14,1 1417 E-cariofileno
6 25,06 1458 1,4 1458 aromadendreno
25,62 1473 1,9 1452 a-humuleno
8 26,66 1501 17,5 1484 germacreno D
9 27,26 1517 24,5 1500 biciclogermacreno
20 27,55 - 0,7 - -
11 28,2 1543 55 1522 delta cadineno
12 29,41 1576 0,7 1559 germacreno B
13 29,78 1587 1,2 1592 viridiflorol
14 30,16 1598 2,4 1577 espatulenol
15 30,38 - 7,7 - -
16 30,66 - 3,8 - -
17 31,92 1649 0,8 1646 torreiol
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18 32,4 1662 2,4 1652 a-cadinol
19 32,83 - 4,7 - -
20 33,65 - 0,8 - -
21 34,1 - 3,4 - -
22 47,21 - 11 - -

Tabela 17 — (final)

Quer sejam vegetais ou animais, todos o0s seres Vvivos produzem
macromoléculas consideradas essenciais em processos bioquimicos, dentre as quais
estdo os carboidratos, lipideos, proteinas e os acidos nucleicos. Todavia, a
capacidade metabdlica que alguns organismos possuem de produzirem e
armazenarem substancias quimicas especializadas se chama metabolismo
secundario, e ele sofre influéncia das diferentes necessidades dos vegetais e
possibilidades disponiveis para a manutencdo do bem-estar das espécies frente as
suas interagbes com o ambiente (SIMOES et al., 2010). Em comparacéo ao OE obtido
nos ensaios de Claudino (2013), observa-se composic¢do distinta entre eles e que pode
ser consequéncia do ciclo vegetativo, umidade, regime de ventos, exposi¢cdo ao Sol,
temperatura, hidratagcdo do solo e micronutrientes, uma vez que as plantas foram
coletadas em diferentes épocas do ano (janeiro/2011 e outubro/2014) e em diferentes
locais (Araraquara-SP e Paulinia-SP).

Ambas andlises por CG-EM foram realizadas em cromatégrafos
correspondentes (Shimadzu QP-2010) e colunas com caracteristicas de tamanho de
particula e polaridade que poderiam ser permutadas entre si (DB-5, EM-5MS). No
entanto, a pequena diferenga no didametro interno (0,26 pm para 0,25 uym), na variagao
de temperatura maxima (de 60° a 246°C, de 60° a 240°C) e no fluxo do gés de arraste
He (1,017 ml/min e 1,3 ml/min) podem ter colaborado com diferencas qualitativas
entre as amostras. As variagcbes de temperatura interferem na volatilizacdo dos
componentes do 6leo, enquanto que o fluxo interfere no tempo de permanéncia do
analito no interior da coluna repercutindo na eficiéncia da coluna, sendo que, se

menor, aumenta o nimero de pratos teéricos durante o processo.
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4.5.1 Otimizacdo de condi¢gdes para CC com o OE (fracionamento em pequena
escala)

Para otimizar as condi¢des de CC para o OE, inicialmente foram testadas fases
moveis em CCD (Figura 34) e foi preparada uma coluna em pequena escala para
verificar quais solventes e proporcdes deles em misturas proporcionariam forca de
eluicdo que mantivesse as manchas com Rf entre 0,2-0,8 e resolu¢do maior do que
0,1 para serem utilizados posteriormente na CC em maior escala. Optou-se por um
gradiente de eluicAo composto por hexano e acetato de etila (hexano ; hexano :
acetato de etila 99:1 até 80:20; acetato de etila). Esta escolha se baseou ndo apenas

na melhor separacdo como também na menor toxicidade dos solventes.

Figura 34 - Cromatoplacas teste com o OE para definigcdo

de eluentes de CC do OE
1 I

K
=5
|
|
|
3 x 5

Fases moveis: 1: hexano : acetato de etila 80:20 (v/v); 2: benzeno : acetato de etila
95:5 (v/v); 3: hexano : diclorometano 70:30 (v/v); 4: hexano : acetato de etila 85:15
(v/v); 5: hexano : acetato de etila 88:12 (v/v); 6: hexano : acetato de etila 90:10 (v/v); 7:
hexano : acetato de etila 95:5 (v/v); 8: Hexano. Fase estacionaria: silica gel.
Revelador: Anisaldeido sulfarico
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4.5.2 Cromatografia em coluna em pequena escala

Abaixo estdo ilustrados os perfis de separagdo dos componentes do OE
alcancados com diferentes solventes por CCD, bem como os perfis das subfracdes da
coluna teste (Figura 35). No caso das fracdes 16-24 a fase movel benzeno: acetato de
etila 95:5 proporcionou melhor separacdo do que hexano: acetato de etila 80:20 pois

sdo observadas mais manchas.

Figura 35 - Cromatoplaca das fragdes de CC OE em pequena escala
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Fase estacionéria: silica gel; revelador: Anisaldeido sulfarico. A: hexano : acetato de
etila 85:15 (v/v); B: Fase mdvel: hexano : acetato de etila 80:20 (v/v); C: Fase movel:
Benzeno: acetato de etila 95:5 (v/v); D: hexano : acetato de etila 65:35 (v/v); E: Fase
movel: Benzeno: acetato de etila 90:10 (v/v).

Os perfis quimicos observados através destas analises por CCD demonstraram

a separacao dos componentes do OE em suas fragfes, sendo que algumas fracdes
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apresentaram unica mancha na cromatoplaca. Apds a andlise das cromatoplacas, foi

realizada CC em maior escala com o OE.

4.5.3 Cromatografia em coluna em maior escala

Os rendimentos das fragcdes obtidas através do fracionamento cromatografico

em maior escala encontram-se na tabela 18.

Tabela 18 - Rendimento das fracdes de CC do OE em maior escala

Fracao massa (mg) Fracao massa (mg)
1 1,8 2 1,8
3 15 4 6,9
5 14,4 6 7,4
7 8,9 8 3,0
9 4,3 10 6,9
11 6,5 12 5,2
13 4,6 14 4,6
15 3,5 16 3,7
17 6,5 18 3,5
19 3,0 20 3,5
21 3,2 22 3,6
23 5,6 24 7,5
25 4,0 26 5,9
27 6,0 28 7,9
29 6,3 30 3,9
31 7,6 32 3,0
33 5,5 34 1,0
35 3,6 36 5,8

37 3,8 38 3,7
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39 4,6 40 8,5
41 6,9 42 5,5
43 2,6 44 8,7
45 5,4 46 7.8
47 6,0 48 6,4
49 4,3 50 5,6
51 9,7 52 3,3
53 7,9 54 5,4
55 7,0 56 8,7
57 6,1 58 7,3
59 8,9 60 4,0
61 4,5 62 3,2
63 6,4 64 7,3

Rendimento: 92,4%

Tabela 18 - (final).

A andlise das cromatoplacas referentes & CC com o OE mostram diferentes
blocos com perfis de composicao diferentes (Figura 36). A partir desta observagéo, as
fracbes foram submetidas a andlise por CG-DIC e CG-EM para verificagdo da

composi¢ao quimica.
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Figura 36 - Cromatoplaca das fragdes de CC OE em maior escala
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Fase estacionaria: silica gel; revelador: Anisaldeido sulfarico. A: Fase mével: hexano :
acetato de etila 85:15 (v/v); B: Fase mdvel: hexano : acetato de etila 82:18 (v/v); C:
Fase moével: hexano : acetato de etila 80:20 (v/v); D: Fase modvel: hexano : acetato de
etila 70:30 (v/v); E:

A cromatoplaca da figura 18 sugere que, nas fracbes obtidas com o
fracionamento do OE, estdo contidas também substancias presentes em EACBt. Isto é
possivel uma vez que, no processo de obtengcdo do extrato, componentes do OE
também podem ser extraidos pelo solvente utilizado, acetato de etila. Ainda que
careca de estudos, este fato pode sugerir a hipétese de que a atividade citotoxica
apresentada pelo extrato acetato de etila em estudos anteriores realizados por nosso
grupo de pesquisa (projeto FAPESP 2012/00745-3) possa ser consequéncia também

da presenca destes componentes do OE.
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4.5.4 Cromatografia em coluna preparativa com subfragdes do OE (CCDprep2)

Para as fracbes obtidas da coluna de OE, a separacdo das manchas foi
observada em camara de luz UV em 352 nm. As fragcbes 43-45 foram solubilizadas em
éter etilico e aplicadas em placa de silica gel. A placa visualizada no UV encontra-se
abaixo (Figura 37). Fragcbes obtidas por este processo foram também analisadas por

CG-DIC e CG-EM.

Figura 37 - Cromatoplaca de CCDprep2 com o OE: observacdo em camara de luz
UV (352 nm)

Fase movel: Hexano:DCM:MeOH 45:54:1 (v/v). Fase estacionaria: silica gel.

4.5.5 Anélises por CG-DIC E CG-EM

As fracbes obtidas no fracionamento em maior escala foram analisadas por
CG-DIC posteriormente as analises por CCD.

Todos os cromatogramas obtidos através da analise por CG-DIC encontram-
se no ANEXO II. Alguns estdo na figura 38 e estampam a manifesta diferenca quimica
encontrada. As fracdes 1 a 7 possuem perfis quimicos distintos (cromatogramas no
ANEXO II). A observagéo do cromatograma da fracdo 3 condiz com o perfil observado

na analise por CCD apresentando 2 picos majoritarios (figura 36). As fracdes 8 a 14
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(cromatogramas no ANEXO 1) apresentam perfis mais complexos que os das fracdes
anteriores, demonstrando a presenca de 4 a 5 picos majoritarios para as fracdes. A
analise das fragBes 15 a 21 (cromatogramas no ANEXO Il) indica composicdo ainda
mais complexa que as anteriores, sendo que de 16 a 20 existe um pequeno grupo de
3 substancias que demoram mais a eluir, o que pode ser consequéncia de suas
interacbes com a coluna e menor volatilidade.

A partir da fracdo 31 até a 37 (cromatogramas no ANEXO Il) novamente sdo
observados perfis com até 5 picos majoritarios. A comparagdo com CCD é possivel
pois notam-se fracbes com poucas manchas (figura 36). Entre as fracdes 46 e 52
(cromatogramas no ANEXO II) também séo observados perfis com varias substancias

gque eluem mais tardiamente.

Figura 38 - Cromatogramas das fracdes 3, 9, 17, 35 e 46 obtidos por CG-DIC
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Inicialmente, as fracdes (1-29, 31-33, 34-42, 43-64, 1p, 2p, 3p, 4.2p) foram
analisadas por CG-DIC, tendo sido seus IR (Van Den Dool and Kratz) calculados
(ADAMS, 2007). Os resultados demonstram que os cromatogramas das fragdes
apresentam picos com tempos de retencdo sugerindo composi¢cdes distintas das
mesmas. As fracdes foram posteriormente submetidas a analise por CG-EM. As

sugestdes de identificacdo para todas as fragcdes selecionadas e analisadas por CG-
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EM e CG-DIC encontram-se listadas no ANEXO |. Na tabela 19 estéo as propostas de
identificacdo dos constituintes das fracbes selecionadas para o0 ensaio de
citotoxicidade, tendo sido considerados na comparac¢ao entre os IR experimentais e
tedricos até 10 nimeros para mais ou para menos, e similaridade de, no minimo, 75%

no espectro de massas.
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Tabela 19 - Proposta de identificacdo dos constituintes de fragbes do OE avaliadas em
ensaios in vitro. Analise por CG-EM

.CG-EM
Fracde — ‘ tR ‘ IR ‘ P ‘ IR Iit. Propostas de Identificacéo
(min) exp.
4 23,15 1303 3,5 1350 a-ilangeno
6 24,36 1333 28,4 1390 B-cariofileno
7 25,17 1352 1,2 - aromadendreno; trans-cariofileno
8 25,78 1367 6,1 - B-selineno; a-humuleno
9 26.63 1387 23 i a-amorfeno; germacreno-D;
calareno
10 26,86 1393 22,2 1390 B-cubebeno
11 27,14 1399 1,3 1394 B-elemeno
12 27,36 1405 2,5 1417 isosativeno
6 13 27,46 1407 1,9 1430 gama-elemeno
14 27,61 1411 1,6 - muuroleno; a-amorfeno
15 28,14 1425 15 1428 B-gurjuneno (calareno)
16 28,41 1431 3,9 1439 aromadendreno
17 30,63 1487 3,9 - espatulenol; (-)-espatulenol
OXi riofileno; huleno;
19 32,94 1548 11 - -
20 33,99 1575 51 1582 oxido de cariofileno
1 19,35 1301 1,4 1300 tridecano
2 22,56 1377 1,2 - -
3 23,14 1391 1.8 1389 B-elemeno
4 23,59 1401 1,6 1400 tetradecano
5 24,22 1417 2,0 1416 1,6-dimetil-naftaleno
6 24,36 1420 20,5 1419 B-cariofileno
7 25,78 1455 3,2 1452 a-humuleno
10 8 26,63 1476 1,6 - -
9 26,86 1482 19,5 1484 germacreno-D
11 27,49 1497 30,8 1500 biciclogermacreno
12 27,62 1500 2,6 - -
13 27,88 1507 2,4 1508 germacreno-A
14 28,15 1514 1,0 - -
15 28,41 1521 7,3 - -
16 29,89 1559 1,8 - -
1 19,35 1301 4,1 1300 tridecano
2 22,56 1377 3,5 - -
3 23,58 1401 6,1 1400 tetradecano
4 23,65 1403 2,4 1408 1,6-dimetil-naftaleno
18 5 23,73 1405 2,6 1408 1,6-dimetil-naftaleno
6 24,21 1416 10,2 1409 2,6-dimetil-naftaleno
7 24,38 1421 3,6 1424 1,4-dimetil-naftaleno
8 25,1 1438 4,7 - -
9 25,62 1451 1,2 1443 1,4-dimetil-naftaleno
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10 26,07 1462 1,7 - -
11 26,9 1483 9,1 - -
12 27,14 1488 1,3 - -
13 27,29 1492 4,4 - -
14 28,51 1523 50 - -
15 28,76 1530 6,1 - -
16 29,3 1543 34 - -
17 29,52 1549 3,6 - -
18 30,87 1584 2,1 - -
19 31,02 1588 4,4 - -
20 31,42 1598 6,1 - -
21 31,56 1602 2,7 - -
1 22,56 1377 3,7 1379 trans-B-damascenona
4 30,2 1567 2,0 - -
5 30,36 1571 5,2 1567 palustrol
6 30,75 1581 3,8 - isogeraniol; ledano
7 31,05 1588 2,3 - germacrono
8 31,21 1593 4,6 0-Guaieno
9 31,63 1603 0,9 germacreno-B
10 32,27 1621 2,4 - globulol; ledol
25 11 33,1 1643 14,6 1642 cubenol
12 34,02 1668 2,0 - -
13 34,61 1684 1,6 - -
14 40,12 1841 0,9 - -
15 4331 1938 37 i espatulenoll;3 Ex(;ggpesn—glergamotol;
o a2 se - [ecelewiods
17 48,88 2117 294 - a-trans-bergamotol;B-sinensal
1 23,58 1401 1.3 1400 tetradecano
2 24,23 1417 1,6 1410 2,3-dimetil-naftaleno
3 26,89 1482 15 - -
4 2852 1523 1,0 i 2,3,6-trimetil-naftaleno; 1,6,7-
trimetil-naftaleno
5 29,54 1550 3,7 - oxido de cariofileno; patchuleno
27 6 29,78 1556 7,2 1561 ledol
7 30,77 1581 57,3 1582 oxido de cariofileno
8 30,99 1587 3,2 - biciclogermacreno
9 31,8 1608 4,8 - -
10 32,07 1615 2,6 1608 a-cedrol
11 32.27 1621 35 i iludol; epiglobulol; 1,6-dien-3-ol-
humuleno
1 27,45 1496 2,2 - cedrandiol; espatulenol
2 30,26 1568 6,5 1569 viridiflorol
38 3 30,66 1578 53,9 1577 espatulenol
4 30,89 1584 29 1581 espatulenol
5 31,29 1595 14,4 1593 globulol
6 31,69 1605 15,1 1603 rosifoliol

Tabela 19 - (continuacao)
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7 33,16 1645 52 1641 tau-muurolol
1 3,76 - 2,6 - -
2 4,47 - 3,4 - -
3 4,7 902 2,2 - -
4 4,88 909 3,9 - -
5 5,75 941 4,0 - -
6 5,84 944 2,9 - -
7 5,97 949 4,0 - -
8 6,26 960 1,6 - pentanona; 3-metil-2-butanona
9 6,46 968 2,7 - -
10 6,77 979 0,9 - 2,4-hexadien-1-ol; 2-hexin-1-ol
11 771 1011 133 : 24 hexadien- ol 4-metil-2,3-
12 7,83 1014 3,6 - 2-metil-2-penten-1-ol
13 9,05 1048 13 - 3,5-hexadien-1-ol; 3-hexin-1-ol
40 14 19,02 1293 15 1290 B-metil-naftaleno
15 19,36 1301 1,2 1301 tridecano
16 22,55 1377 0,9 - -
17 23,6 1401 1.4 1401 tetradecano
18 24,39 1421 0,9 1427 1,6-dimetil-naftaleno
19 26,89 1482 15 - -
20 27,27 1492 1,0 - -
21 28,28 1517 3,8 - espatulenol; epiglobulol
22 30,28 1569 1,9 1567; 1569 viridiflorol; ledol
23 30,72 1580 8,9 1578 espatulenol
24 30,93 1585 2,9 1582 oxido de cariofileno
25 31,43 1598 0,9 - -
26 31,72 1606 1,3 1600 rosifoliol
27 33,64 1658 2,6 - viridiflorol; ledol
28 34,24 1674 2,6 - Oxido de cariofileno
1 3.89 i 09 i 4,4,5-trimetil-22_;)r§1>$28; 2,4-dimetil-
2 6,23 959 51 - pentanona; 3-metil-2-butanona
3 29,77 1556 0,9 1566 oxido de cariofileno
4 30,48 1574 0,9 1567 palustrol
5 32,29 1621 1,2 1623 cubenol
6 32,9 1638 10,8 - espatulenol
, 7 2 1s48 15 Frguaienene: cedren-13-o
8 33,51 1654 1,3 1658 eudesmol
9 33,79 1662 47,4 - viridiflorol
10 34.01 1668 2.9 i Oxido de ledeno; 6xido de
aromadendreno
11 34,68 1686 4,8 - globulol
12 36,4 1734 4,0 - -
13 48,71 2111 4,8 2112 fitol
14 51,07 2192 1,1 - -
57 1 3,75 - 1,8 - 2,4-hexadien-1-ol; 1-ciclo-hexenol

Tabela 19 - (continuacéo)
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8,19
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902
940
942
948

955
958
966

1001
1006

1024
1240
1292

1307
1337
1408
1416
1420

1522

1529
1543
1548
1583

3,8
14
15
2,2
0,9
0,9
11

3.9
4,5
14

2,7
51

9,9
14
2,8

6,1
14
4,9
4,2
2,5

2,9

2,0
1,7
2,5
0,9

1416
1422
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2,4-hexadien-1-ol; 1,3,5-hexatrieno

ciclohexanona

3-metil-2-ciclopenten-1-ona; 2-
metil-2-ciclopenten-1-ona
2-pentanona; 3-metil-2-butanona
4-metil-4-penten-2-ona; 3-hexeno-
2,5-diol
3,4-heptadieno; 2,4-hexadien-1-ol
2,4-hexadien-1-ol; 1,2-
ciclononadieno
2,3-dimetil-1,4-pentadieno; 5-metil-
1,4-hexadieno

1,3-dimetil-naftaleno

1,3-dimetil-naftaleno
4,6,8-trimetil-naftaleno;2,3,6-
trimetil-naftaleno
4.,6,8-trimetil-azuleno; 2,3,6-
trimetil-naftaleno

2,4,6-trimetil-azuleno; 1,6,7-
trimetil-naftaleno

Tabela 19 - (final)
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4.6 Citotoxicidade por SRB

Foram avaliadas as atividades citotéxicas do OE, eupatorina e padrdes de

terpenos com estruturas analogas (figura 39).

Figura 39 - Estruturas de terpenos analogdas utilizadas nos ensaios in vitro

B / C o

Legenda: A: a-humuleno; B: trans-cariofileno; C: éxido de cariofileno

4.6.1 Oleo essencial, padrdes e eupatorina

Os resultados obtidos a partir dos experimentos com os padrfes, eupatorina e
OE mostram que houve morte celular com significAncia estatistica em todas as
linhagens avaliadas.

De maneira geral, os resultados, em todas as linhagens avaliadas, apresentam
uma tendéncia de perfil concentracao-resposta. A linhagem normal MCF10A mostrou-
se sensivel aos componentes do OE e a ele préprio (figura 40), sendo que em pelo
menos 3 das menores concentragdes avaliadas (100, 50 e 25 uyg/mL para o OE e trans
cariofileno, 50, 25 e 12,5 pyg/mL para o a-humuleno e eupatorina) o valor de Cls
(tabela 20, figura 43) foi atingido, a excecao do 6xido de cariofileno, cuja citotoxicidade

foi inferior & dos demais compostos estudados.



Figura 40 - Ensaio de citotoxicidade em linhagem MCF-10A, a partir de 3
experimentos independentes (média * erro padrédo-ep).

Tratamento realizado com OE, a-humuleno, trans-cariofileno,
Oxido de cariofileno e eupatorina.
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Figura 40 — (final)

CV: Controle de veiculo (DMSO 1%). CP: Controle positivo (doxorrubicina 20ug/mL).
Analise de variancia One-way ANOVA com pos-teste Tukey. (***) p<0,001; (**) p<0,01;
(*) p<0,05, com relacéo ao CV.
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Com relagéo as linhagens tumorais (figuras 41 e 42), o 6xido de cariofileno foi
capaz de reduzir a sobrevida apenas das células de hepatocarcinoma (HepGZ2).
Enquanto isto, o trans-cariofileno se mostrou mais citotéxico as células tumorais de
mama (MCF-7). Em HepG2, destaca-se a atividade citotdxica exibida por todos os
compostos avaliados, tendo sido obtidos resultados com significAncia estatistica. A
flavona eupatorina forneceu uma diminuicio de sobrevida consideravel
estatisticamente em todas as linhagens, atingindo valores de Clg, (5,0, 6,7 € 29 pg/mL

para MCF10A, MCF-7 e HepG2, respectivamente).
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Figura 41 - Ensaio de citotoxicidade em linhagem HepG2, a partir de 3 experimentos

independentes (média + erro padrdo-ep). Tratamento realizado com OE,
a-humuleno, trans-cariofileno, 6xido de cariofileno e eupatorina

. ) a-humuleno - HepG2
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—_ 3 o
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3 g
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0,78 1,56 3,12 6,25 125 25 CV CP 0,78 156 3,12 6,25 125 25 Ccv CP

trans - cariofileno - HepG2 Oxido de cariofileno - HepG2

1504 1504
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Sobrevida (%)

504 50

Sobrevida (%)
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0,78 1,56 3,12 6,25 12,5

Cv CpP 0,78 1,56 3,12 6,25 125 25 CV CP

Eupatorina - HepG2

1004

*%

Sobrevida (%)

[Hg/mL]

CpP

0,78 1,56 3,12 6,25 12,5 25 50 100 CV

CV: Controle de veiculo (DMSO 1%). CP: Controle positivo (doxorrubicina 20ug/mL).
Analise de variancia One-way ANOVA com pos-teste Tukey. (***) p<0,001; (**) p<0,01;
(*) p<0,05, com relagéo ao CV.

As substancias com maior atividade citotoxica em MCF7 (figura 42) foram
eupatorina, trans-cariofileno e a-humuleno. Os dados para as amostras citadas
corroboram no que diz respeito a acdo de morte celular observada com o OE, que foi

expressiva em grande parte das concentracoes utilizadas.
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Figura 42 - Ensaio de citotoxicidade em linhagem MCF7, a partir de 3 experimentos
independentes (média + erro padrdo-ep). Tratamento realizado com OE, a-
humuleno, trans-cariofileno, 6xido de cariofileno e eupatorina
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0 o5
0,78 1,56 3,12 6,25 125 25 CV CP 0,78 1,56 3,12 6,25 125 25 CV CP

Oxido de cariofileno - MCF7
Trans - cariofileno - MCF7

1004

504

Sobrevida (%)
Sobrevida (%)

[ng/mL] od [ng/mL]
078 1,56 3,12 6,25 125 25 CV CP 0,78 1,56 3,12 6,25 125 25 CV CP

Eupatorina - MCF7

Sobrevida (%)

HH HH [ng/mL]

H H
25 125 25 CV CP

CV: Controle de veiculo (DMSO 1%). CP: Controle positivo (doxorrubicina 20ug/mL).
Andlise de variancia One-way ANOVA com pds-teste Tukey. (***) p<0,001; (**) p<0,01;
(*) p<0,05 com relagéo ao CV.

Em comparacao aos resultados apresentados pelo trabalho de Claudino (2013)
e que foram utilizados como preliminares para a execucdo deste, houve potencial
citotoxico do OE na linhagem HepG2, com significancia estatistica ha concentragédo de
50 pg/mL. O OE avaliado no presente trabalho demonstrou ser citotoxico com
significancia estatistica na concentragdo de 12,5 pg/mL, apresentando maior atividade
na reducdo da sobrevida e sugerindo que as distintas composi¢cdes do OE podem ser

a causa das respostas diferentes.
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O OE utilizado por Claudino (2013) possuia como componentes majoritarios
em sua constituicho sesquiterpenos como trans-cariofileno, a-humuleno e
biciclogermacreno, enquanto que o material utilizado neste trabalho também traz em
sua constituicdo variedade de constituicdo em proporcdes diferentes, estando entre
seus majoritarios o trans-cariofileno e biciclogermacreno. Esta composicdo ampla

pode ter atuado em sinergismo para extrapolar o efeito citotoxico.

4.6.1.1 Concentracdo inibitoria de 50% (Clso)

A observagcdo tanto da Tabela 20 quanto da Figura 43 esclarecem que
eupatorina e a-humuleno necessitaram menores concentragdes para atingirem o Clsg

em MCF10A, OE e a-humuleno em HepG2 e a-humuleno e eupatorina em MCF-7.

Tabela 20 - Efeito citotdxico das amostras nas diferentes linhagens celulares. Clsg
expressa em ug/mL * desvio padrao

MCF-10 MCF-7 Hep-G2
OE 16,15 + 0,62 5,77 £ 0,05 10,40 = 0,68
a-humuleno 8,86 £ 0,29 7,59 +£ 0,63 17,05 £ 0,52
trans-cariofileno 17,05+ 1,20 11,52 + 0,40 52,38 + 0,20
Oxido de cariofileno 26,18 + 0,82 » 100 19,43+ 0,25
Eupatorina 5,08 £1,04 6,73+0,11 29,02 +£0,16

O composto 6xido de cariofileno nédo atingiu o valor de Clsq nas concentracdes
avaliadas em MCF-7. trans-cariofileno necessitou maior concentracdo para inibir 50%
da sobrevida em HepG2 (52,38 pg/mL), 6xido de cariofileno em MCF-10a (26,18

pug/mL) e OE em MCF-7(16,15 pg/mL).
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Figura 43 - Representagéo gréfica para comparagdo dos valores de Cls, atingidos em
diferentes linhagens com a eupatorina, 0 OE e seus padrbes de sequiterpenos

Comparagéo entre Clgg
OE, padrdes e eupatorina

@l OE
60
B8 o-Humuleno
Py E=1 Trans-cariofileno
IO Eupatorina
407 E== O6xido de cariofileno

Clso (ng/mL)

Dentre o OE e as substancias o 6xido de cariofileno foi o mais citotoxico para
HepG2, excetuando-se ao seu comportamento em MCF10A e MCF7 quando precisou
de concentragbes mais elevadas que as demais amostras para atingir o valor de Clsg,
Por HepG2 ser uma linhagem metabolizadora é provavel que o efeito observado seja
consequéncia de metabdlitos mais ativos que a prépria substancia. Prosseguindo na
observacdo acerca do Clsg, 0 OE necessitou de menor concentragdo em HepG2 e
MCF7 para atingir seu valor (10,40 ug/mL e 5,77 ug/mL, respectivamente) quando
comparado as substancias. A partir da observacdo do indice de seletividade (tabela
21), observa-se a nado existéncia de seletividade das substancias para a linhagem
HepG2 comparado a MCF10A (IS >3) (PRAYONG et al., 2008). O OE apresentou Cls
inferior a 30 pg/mL e, tal como os extratos brutos vegetais, € um derivado vegetal.
Sendo assim, inferimos que o resultado com o OE nas linhagens foi promissor,
segundo o protocolo do NCI (American Cancer Institute) citado por Geran et al., 1992,
que estabalece que valores de Cls, <30 pyg/mL sdo considerados significantes para

extratos.
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Tabela 21 - Indice de seletividade do OE, a-humuleno, trans-cariofileno, 6xido de
cariofileno e eupatorina entre as linhagens MCF10A e HepG2 e nivel de citotoxicidade
das amostras

Citotoxicidade Seletividade

OE Alta (Cl, <30ug/mL) 1,55 (Baixa; 1S<3)

a-humuleno Alta (CI_ <30ug/mL) 0,94 (Baixa; 1S<3)
trans- < o

cariofilenc Alta (CI_ <30ug/mL) 0,32 (Baixa; 1S<3)

Oxido de .

Al | < L :

cariofileno ta (Cl, <30ug/mL) 1,34 (Baixa; 1S<3)

Eupatorina Alta (CI_ <30ug/mL) 0,17 (Baixa; 1S<3)

Comparando-se o indice de seletividade entre MCF10A e MCF7 (tabela 22), a
seletividade do OE para a linhagem MCF7 (1S=2,80) é a mais préxima daquela

sugerida como alta (1S>3) por Prayong (2008) dentre as demais.

Tabela 22 - Indice de seletividade do OE, a-humuleno, trans-cariofileno, 6xido de
cariofileno e eupatorina entre as linhagens MCF10A e MCF7

Seletividade
OE 2,80 (Baixa; 1S<3)
a-humuleno 0,52 (Baixa; 1S<3)
trans-cariofileno 1,48 (Baixa; 1S<3)
Oxido de cariofileno Baixa; 1S<3

Eupatorina 0,75 (Baixa; 1S<3)
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A comparacgdo entre a seletividade para as linhagens tumorais mostrou a
seletividade alta do 6xido de cariofileno para HepG2 (I1S>3), do trans-cariofileno para

MCF7 (1S=4,51) e da eupatorina para MCF7 (1S=4,31).

4.6.2 FRACOES DO OLEO ESSENCIAL

A excecdo da fracdo 10, as demais apresentaram morte na linhagem normal
com significancia estatistica (figura 44) especialmente nas 2 maiores concentracdes
testadas (150 e 75 ug/mL). A desvantagem deste resultado € a existéncia da
possibilidade dos compostos também agredirem células saudaveis, no entanto,
modificagbes moleculares para o direcionamento a alvos e concentragdes inferiores
em que os constituintes das fracdes atuem potencializando os efeitos de outra
substancia podem ser estudados, uma vez que existiu redugdo da sobrevida também

linhagens tumorais conforme observado abaixo (figuras 46 e 46).

Figura 44 - Ensaio de citotoxicidade em linhagem MCF10A, a partir de 3 experimentos
independentes (média + erro padrdo-ep). Tratamento realizado com
fracdes selecionadas recolhidas a partir da CC de OE: 6, 10, 17, 25, 27,
38, 40, 42 e 57

Frag&o 6 - MCF10A
Subfracdo 10 - MCF10A

Sobrevida (%)

Sobrevida (%)
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Fragao 25 - MCF-10A

Fragdo 17 - MCF10A

(%) epinaiqos

Frac&o 27 - MCF10A

Frac&o 38 - MCF10A

(%) epinaiqos

47 94 1875 375 75 150 CV CP

Frag&o 40 - MCF10A

Fracé&o 42 - MCF10A

(%) epinaiqos

47 94 1875 375 75 150 CV CP

Fracdo 57 - MCF10A

(%) epinaigos

Fiaura 44 — (final.

Legenda: CV: Controle de veiculo (DMSO 1%). CP: Controle positivo
(doxorrubicina 20ug/mL). Analise de variancia One-way ANOVA com poés-

teste Tukey. (***) p<0,001; (**) p<0,01; (*) p<0,05, com relag&o ao

Cv.
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Em HepG2, observa-se novamente que as fracbes 10 e 17 ndo apresentaram
resultados significativos (figura 45). Ainda neste caso, a fragdo 25 demonstrou reducéo
de sobrevida inferior as demais amostras (significancia estatistica apenas em 150

pg/mL) que, de maneira geral, exibiram consideraveis redugdes de viabilidade celular,

principalmente em 150 e 75 pg/mL.

Figura 45 - Ensaio de citotoxicidade em linhagem HepG2, a partir de 3 experimentos
independentes (média + erro padrédo-ep). Tratamento realizado com

fracBes selecionadas a partir da CC de OE: 6, 10, 17, 25, 27, 38, 40, 42 e
57

Fracédo 6 - HepG2
Fracdol10 - HepG2
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= 504 ok ]
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7 i *kk @ %
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47 94 1875 375 75 150 CV CP 47 94 1875 375 75 150 CV CP
Fracdo 17 - HepG2 Fragao 25 - HepG2

S 1001 g 1004

S o

3 8

5 504 ** 5 504 * o

(% % m % %

0= T T T T T T T (ng/mL] 0= T T T T T T T (ng/mL]
47 94 1875 375 75 150 CV CP 47 94 1875 375 75 150 CV CP
Fragdo 27 - HepG2 x
¢ P Fragéo 38 - HepG2
< 1004 -
> S 1004
p s
= - 3
S " s
_g 504 :8_ 504
2 Fkk % n
0 =| = [ng/mL] ol [ng/mL]
cp

T T T T T T T
47 94 1875 375 75 150 CV

47 94 1875 375 75 150 CV CP



101

Fracao 40 - HepG2
Fragdo 42 - HepG2

< 1004 —_
< S 1004
o © *
> 9
[O] >
= * [ ok
5 50 % I % 5 50 %
N o
%] i I %
JEEEEEBEE JEHEEEBH=EE wmn
47 94 1875 375 75 150 CV CP 47 94 1875 375 75 150 CV CP
Fracéo 57 - HepG2
S 1007
s
B
3 b i
5 504
=) *kk
i % %
T T T % T T [“g/mL]

o

47 94 1875 375 75 150 CVv CP

Figura 45 — (final).

Legenda: CV: Controle de veiculo (DMSO 1%). CP: Controle positivo
(doxorrubicina 20ug/mL). Analise de variancia One-way ANOVA com poés-
teste Tukey. (***) p<0,001; (**) p<0,01; (*) p<0,05, com relagédo ao CV.

Os resultados para a linhagem MCF-7 (figura 46) apontam que apenas a fragédo
10 ndo desencadeou resposta de morte celular, mantendo a tendéncia observada nos
casos anteriores. A fragdo 25, no entanto, suscitou maior resposta que na linhagem
HepG2, tendo existido diferenga estatistica nas duas maiores concentracfes avaliadas
(150 e 75 pg/mL) e a fragcdo 17, que anteriormente ndo se mostrara citotoxica para
outras linhagens, reduziu consideravelmente a viabilidade celular sugerindo alguma
seletividade para atividade de morte em MCF-7.
Figura 46 - Ensaio de citotoxicidade em linhagem MCF7, a partir de 3 experimentos
independentes (média + erro padréo-ep). Tratamento realizado com

fracOes selecionadas recolhidas obtidas a partir da coluna cromatografica
de 6leo essencial: 6, 10, 17, 25, 27, 38, 40, 42 e 57
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Frac&010 - MCF7

Fracdo 6 -MCF7

[ug/mL]

Subfracéo 17 - MCF-7

Fracdo 25 - MCF-7

T T T T T T
4,7 9,4 18,7537,5 75 150 CV CP

£ T}

T
£l
T
W
W

Fracéo 38 - MCF-7

Fracéo 27 - MCF-7

Fracéo 40 - MCF-7

Fracéo 42 - MCF-7

Fracdo 57 - MCF-7

Figura 46 — (final)
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Legenda: CV: Controle de veiculo (DMSO 1%). CP: Controle positivo
(doxorrubicina 20ug/mL). Andlise de variancia One-way ANOVA com p0s-teste
Tukey. (***) p<0,001; (**) p<0,01; (*) p<0,05 com relacéo ao CV.

4.6.2.1 Concentracdo inibitoria de 50% (Clso)

As analises da figura 47 e da tabela 23 denotam que existiu atividade citotéxica

mais intensa das fracdes 6 e 42 em MCF-10a, 6 e 40 em HepG2 e 25 e 38 em MCF-7.

Tabela 23 - Clg para fracdes do OE expressa em ug/mL £ desvio padrao

MCF-10 MCF-7 Hep-G2

fracdo 6 20,25+ 0,32 47,34 £ 0,60 35,52 + 0,36
fracéo 10 >150 >150 >150
fracdo 17 71,04 £ 0,63 52,68 £ 0,63 185 + 3,56
fracdo 25 35,51 +0,53 31,30+ 0,52 66,10 + 0,46
fragéo 27 39,47 + 0,81 49,13 £ 0,72 70,71 + 0,46
fracéo 38 25,98 + 0,63 26,38 + 0,27 35,99 +0,51
fracéo 40 24,38 + 0,38 31,80+ 0,50 33,16 + 0,50
fracdo 42 19,18 + 0,40 33,47 £ 0,45 39,03 + 0,37
fracdo 57 29,09+ 0,30 54,17 £ 0,30 62,86 + 0,43

Tabela 23 — (final)
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Figura 47 - Representacao gréafica para comparagéo dos valores de Cls, atingidos em
diferentes linhagens com as fra¢des do OE
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A fracdo 6 demonstrou potencial de reducdo de sobrevida em todas as
linhagens celulares avaliadas. A partir das andlises por CG-EM, foi sugerido que esta
fracdo possui como componente majoritario o sesquiterpeno trans-cariofileno (28%).
Nos ensaios de citotoxicidade com esta substancia, observou-se forte atividade contra
células de cancer de mama (MCF7), superior a atividade em hepatocarcinoma
(HepG2), No entanto, nos estudos com a fragdo 6 a maior citotoxicidade se deu contra
células HepG2. De fato nota-se que o trans-cariofileno é agressivo frente as células
tumorais, no entanto, quando concentrado exibiu mais atividade contra células MCF7,
comparando-se valores de Clsg. Segundo Legault e Pichette (2007), este componente,
em concentracdo nao toxica (10ug/mL), incrementou efeito citotoxico ao exibido
inicialmente por a e iso-cariofileno em linhagens tumorais (carcinoma de célon
humano, cancer de mama humano e fibroblastos de camundongo), além de ter
colaborado positivamente também para a atividade do paclitaxel.

A seletividade das fragBes para a linhagem HepG2 (tabela 24) e para a
linhagem MCF7 (tabela 25) foi baixa quando comparada a MCF10 (1S<3) (PRAYON et

al., 2008). Além disso, a fracdo 17 mostrou alta seletividade para MCF7 comparado a
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HepG2 (1S=3,51). De maneira geral, as fracGes se mostraram menos citotoxicas que

as substancias e o OE para as linhagens.

Tabela 24 - Indice de seletividade das fracbes 6, 10, 17, 25, 27, 38, 40, 42 e 57 entre
as linhagens MCF10A e HepG2 e MCF10A e MCF7

Fracao

Seletividade entre
MCF10A e HepG2

Seletividade entre
MCF10A e MCF7

10

17

25

27

38

40

42

57

0,57 (Baixa; 1S<3)

ND
0,38 (Baixa; 1S<3)
0,53 (Baixa; 1S<3)
0,56 (Baixa; 1S<3)
0,72 (Baixa; 1S<3)
0,73(Baixa; 1S<3)
0,49 (Baixa; 1S<3)

0,46 (Baixa; 1S<3)

0,42 (Baixa; 1S<3)
ND

1,34 (Baixa; 1S<3)
1,13 (Baixa; 1S<3)
0,80 (Baixa; 1S<3)
0,98 (Baixa; 1S<3)
0,77 (Baixa; 1S<3)
0,57 (Baixa; 1S<3)

0,53 (Baixa; 1S<3)

ND:néo determinado

O OE de

Casearia  sylvestris

apresentando,

entre

outros,

biciclogermacreno, B-cariofileno, a-humuleno, espatulenol e germacreno B como

majoritarios, e os padrées a-humuleno e B-cariofileno, reduziram a viabilidade celular

de células de carcinoma humano de lingua (A-549), carcinoma cervical humano

(HeLa) e adenocarcinoma humano de coélon (HT-29) (SILVA et al., 2008). A fracao 10,

majoritaria em biciclogermacreno, ndo demonstrou citotoxicidade nas linhagens

avaliadas, o que pode ser consequéncia das caracteristicas de hidrofobicidade da
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amostra, uma vez que a mistura de substancias pode alterar a capacidade dos
constituintes da fragdo em atravessarem as membranas celulares (STONE et al.,
2013). Hadri e seus colaboradores (2010) também verificaram a atividade do OE de
Salvia officinalis e constituintes majoritarios na reducéo de sobrevida celular inclusive
de MCF-7. De acordo com a pesquisa, o valor de Cls, com o OE foi superior ao valor
de Clso com fracéo rica em a-humuleno e trans-cariofileno.

O OE de Salvia verticillata L. possuia em sua composicado majoritariamente
trans-cariofileno, p-felandreno, a-humuleno, biciclogermacreno, espatulenol e B-pineno
(DEHAGHII et al., 2014) e também foi citotoxico em linhagens tumorais, principalmente
Caco-2 (adenocarcinoma colo-retal). A fracdo 38 teve citotoxicidade especialmente
em MCF-7 e é rica em espatuleno, sendo que este constituinte ainda consta da lista de
majoritarios do OE de carqueja utilizada neste estudo. A fracdo 27, majoritaria em
oxido de cariofileno, apresentou Clsg de aproximadamente 70 pyg/mL em HepG2,
enquanto que, isolado, alcancou-se Cls, de aproximadamente 19 pg/mL na mesma
linhagem, sugerindo que a composicdo mais complexa da fracdo interfere nos
resultados de citotoxicidade, o que pode ser consequéncia de alteracbes de
lipoficilidade, interferéncia em receptores tais como saturacdo ou impedimento ou
outras. No entanto, quando isolado e avaliado em MCF-7, o 6xido de cariofileno ndo
alcancou valor de Clsg, enquanto que em fracdo foi mais citotéxico (Ciso préximo a 49
pMg/mL). De acordo com a literatura (JUN et al,., 2011) o 6xido de cariofileno em
HepG2 teve valor aproximado de Clsy equivalente a 3,95 um e, de acordo com 0s
autores, este valor € contraditério comparando-se a outros trabalhos que encontram
baixa ou nenhuma citotoxicidade com esta substancia. Além disto, o 6xido de
cariofileno foi capaz de reduzir a viabilidade da linhagem CaCo-2 e de implementar

aumento de eficacia da atividade de doxorrubicina (AMBROZ et al., 2015).
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4.7 Anexina -V

As figuras a seguir (48, 49, 50, 51, 52) ilustram os resultados obtidos com o
ensaio de anexina-V para os diferentes tratamentos (OE, padrbes e eupatorina) nas
diferentes linhagens.

Observa-se que, para todos o0s experimentos, os controles de veiculo e
positivos funcionaram adequadamente, tendo a maior parte de morte via necrose apos
tratamento com doxorrubicina e apoptose tardia apés tratamento com curcumina.

Em MCF-10a, apés o tratamento com o OE (figura 48 - A) houve uma
tendéncia de diminuicdo da morte via necrose dependente da redugdo de
concentracdo (quantidade de células em necrose: 20<10<5 ug/mL), enquanto que se
mantiveram préximos os valores de células em apoptose precoce. Na maior
concentracdo (20 pg/mL) existiu resultado com significancia estatistica em todos os
parametros analisados (células viaveis, apoptose precoce, apoptose tardia e necrose)
gquando comparados ao controle de veiculo. Em HepG2 (figura 48— B), observa-se um
comportamento distinto do anterior, no qual o OE tende a reduzir a ocorréncia de
morte por apoptose precoce a medida em que as concentragcbes se reduzem
(quantidade de células em apoptose precoce: 7>15 pg/mL), havendo aumento da
morte via necrose.

Por fim, quando avaliado em MCF-7 (figura 48 - C), a maior porcentagem de
células em necrose ocorre na maior concentragdo avaliada, ocorrendo morte por
apoptose precoce estatisticamente significante em 7,5 ug/mL e por necrose em 15

pg/mL.



Figura 48 - Relacéo entre células viaveis, apoptose precoce, apoptose tardia e
necrose apos tratamento com 6leo essencial
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Os resultados estdo expressos como média de trés experimentos
independentes * erro padrdo (m+ep), analisados por one-way anova com pos-teste de
tukey ( *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001), comparado ao CV. Controle de veiculo
(DMSO 1%). Dox: Controle positivo de necrose (doxorrubicina 20 pg/mL). Curc.:
controle positivo de apoptose (curcumina 53 pg/mL).

De maneira geral, em MCF-10a a substancia a-humuleno (figura 49 - A) nado
apresentou resultados estatisticamente diferentes entre os exibidos pelo controle de
veiculo, e ndo apresentou um padrdo de resposta dependente de concentragéo.
Enquanto isto, em HepG2 (figura 49 — B) e MCF-7 (figura 48 — C), ocorreu uma
diminuicdo da morte por necrose conforme as concentra¢cdes eram menores e pouca
variacdo na quantidade de células em apoptose precoce nas diferentes concentragdes
(15e 7,5 e 5e 25 ug/mL para HepG2 e MCF-7, respectivamente) . Observa-se, de
maneira geral e no decorrer das diferentes concentracdes, que em HepG2 e MCF-7
existiu predominio de necrose, enquanto que em MCF-10 houve predominio de
apoptose precoce para o a-humuleno nas diferentes concentracdes. a-humuleno
induziu deplecdo de glutationa e aumento na producdo de espécies reativas de
oxigénio e, em associagdo ao trans-cariofileno, que demonstrou ser capaz de
aumentar a permeabilidade da membrana, tornou-se ainda mais citotoxico em
linhagens tais como MCF-7 (LEGAULT et al., 2007). Em nosso estudo, observa-se que
em HepG2 o trans-cariofileno (figura 50 — B) necessitou de uma concentracao inicial
cerca de3 vezes superior para ainda assim ter uma viabilidade maior de células que
HepG2 apds o tratamento com, e em MCF-7 (figura 50 — C) também apresentou maior

viabilidade celular em concentracao superior & avaliada em a-humuleno.
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Figura 49 - Relagdo entre células viaveis, apoptose precoce, apoptose tardia e
necrose apoés tratamento com a substancia a-humuleno nas diferentes

linhagens
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Os resultados estdo expressos como média de trés experimentos
independentes * erro padrdo (m+ep), analisados por one-way anova com pos-teste de
tukey ( *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001), comparado ao CV. Controle de veiculo
(DMSO 1%). Dox: Controle positivo de necrose (doxorrubicina 20 pg/mL). Curc.:

controle positivo de apoptose (curcumina 53 pg/mL).

O trans-cariofileno (figura 50) reduziu o nidmero de células em necrose na
medida em que as concentracdes avaliadas foram menores, enquanto que apenas em
MCF-7 a concentragdo parece ter influenciado na morte via apoptose precoce, Vvisto
gque neste caso existiu aumento de células neste processo de morte nas 2 Ultimas

concentragoes (8 e 4 ug/mL) com relagao a maior (16 pug/mL).

Figura 50 - Relagdo entre células viaveis, apoptose precoce, apoptose tardia e
necrose apoés tratamento com a substancia trans-cariofileno nas diferentes
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Figura 50 — (final)

Os resultados estdo expressos como média de trés experimentos
independentes + erro padrdo (mzep), analisados por one-way anova com pos-teste de
tukey ( *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001), comparado ao CV. Controle de veiculo
(DMSO 1%). Dox: Controle positivo de necrose (doxorrubicina 20 upg/mL). Curc.:
controle positivo de apoptose (curcumina 53 pg/mL).

O oxido de cariofileno, um sesquiterpeno oxigenado analogo ao trans-
cariofileno, tem sido reportado por atividades antiangiogénicas, se relacionando com
aumento de apoptose por inibicdo da angiogénese através da via PI3k, e inibicdo de
p65 de nf-kB, desencadeando respostas anti-antiangiogénicas e pro-apoptoticas

(SOUSA, 2015). Em MCF-10, o 6xido de cariofileno (figura 51 - A) desencadeou
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respostas predominantes de apoptose precoce nas 3 concentracfes, existindo
significancia estatistica em 75 pg/mL. Em HepG2 (figura 51 — B) também ha
predominio de apoptose precoce existindo diferenca estatistica, comparado ao
controle de veiculo, em 75 e 12,5 yg/mL. Em MCF-7, diferente do que é observado em
MCF-10 e HepG2, foram necessérias concentracdes maiores da substancia (200, 100
e 50 pyg/mL) e existiu um predominio de células em necrose. Outra diferenca foi a
existéncia de apoptose tardia com significancia estatistica e superior a precoce em
todos os ensaios.

Figura 51 - Relagdo entre células viaveis, apoptose precoce, apoptose tardia e
necrose apoés tratamento com a substancia éxido de cariofileno nas diferentes
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Figura 51 — (final)

Os resultados estdo expressos como média de trés experimentos
independentes + erro padrdo (mzep), analisados por one-way anova com pos-teste de
tukey ( *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001), comparado ao CV. Controle de veiculo
(DMSO 1%). Dox: Controle positivo de necrose (doxorrubicina 20 upg/mL). Curc.:
controle positivo de apoptose (curcumina 53 pg/mL).

Para MCF-10a, a substancia eupatorina (figura 52 - A) desencadeou resposta
preferencial apoptose precoce e ndo por necrose, 0 que se torna interessante visto
gue esta é uma linhagem normal. Em HepG2 (figura 52 — B) também se pode observar
um maior nimero de células em apoptose precoce. Perfil diferente destes é o
apresentado em MCF-7 (figura 52- C), no qual temos morte por necrose com
significAncia estatistica na maior concentra¢do (100ug/mL), sendo que este resultado
vai ao encontro daqueles para OE, a-humuleno, trans-cariofileno e éxido de cariofileno
nos quais também existiu maior quantidade de células em necrose para a linhagem
MCF-7.

A constatacdo de morte via apoptose precoce corrobora com dados da
literatura cientifica em que a eupatorina é descrita por atividades de interrupcédo de
ciclo celular, inibicdo de angiogénese e inducdo de mitose catastréfica, quando

eventos do tipo ativacdo de caspase, liberacdo de proteinas pro-apoptéticas,



degradacdo de DNA e fator

(DOLECKOVA et al., 2012).

indutor

de apoptose podem estar
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envolvidos

Figura 52 - Relacdo entre células vidveis, apoptose precoce, apoptose tardia e
necrose apoOs tratamento com a substancia eupatorina nas diferentes

linhagens
(A)
804

rg 60" l
E\/

3

=

\Q

O

Anexina-V
MCF10A- Eupatorina

ok
*”* i *ﬂ*

[ng/mL]
3 Viaveis KX Apoptose precoce D Apoptose tardia
B) Anexina-V
HepG2 - Eupatorina
90_ Kk
804
Sl S
T,; 604 I ﬁ n n a
© .
=} 1 i
D 301 ! 1 ! |
© 209 | o | ! i
ol |l ) I, (B (6
ol 18 {0°A HH ' |
T T T T T T
Veiculo Dox. Curc. 125 25 50
[ng/mL]
L3 Viaveis XX Apoptose precoce 0D Apoptose tardia
©

Células (%)

3 Viaveis

KX Apoptose precoce

Anexina-V
MCEF-7 - Eupatorina

*

f

i

100

[ug/mL]

Curc.

M Apoptose tardia

E= Necrose

E= Necrose

E= Necrose



116

Os resultados estdo expressos como média de trés experimentos
independentes * erro padrdo (mzep), analisados por one-way anova com pos-teste de
tukey ( *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001), comparado ao CV. Controle de veiculo
(DMSO 1%). Dox: Controle positivo de necrose (doxorrubicina 20 pg/mL). Curc.:

controle positivo de apoptose (curcumina 53 pg/mL).

4.8 Exclusao por fluorocromos (Hoechst/iodeto de propideo)

As figuras a seguir (53, 54, 55, 56 e 57) ilustram os resultados obtidos com o
ensaio de hoechst/iodeto de propideo para os diferentes tratamentos (OE e padrdes)
nas diferentes linhagens.

Os sesquiterpenos dos OE tem a capacidade de induzirem apoptose em varios
tipos de tumores através da inducdo de apoptose por diversas vias que estdo
hiperativadas no cancer (SOUSA, 2015). Os OE podem atuar de 2 formas: inibindo a
proliferacdo de células ao ingerir em etapas do ciclo ou em mecanismos de reparo do
material genético, ou comprometendo o processo de proliferacdo (metastase),
intervindo na angiogénese ou resisténcia a drogas (GAUTAM et al., 2014).

Nos ensaios de exclusao por fluorocromos, o OE atuou de maneira semelhante
aquela observada em Anexina V na linhagem MCF-10 (figura 53 - A), reduzindo a
ocorréncia de necrose em concentracdes mais baixas (porcentagens de célula em
necrose: 20>10> 5 pg/mL).

Em HepG2 (figura 53 — B), ndo foram obtidos resultados com diferencas
estatisticas, mas observa-se predominio de células em apoptose precoce em 7,5
pMg/mL, ndo tendo sido expressivo o aumento de apoptose precoce em menores
concentracdes (7,5 e 15 pg/mL) conforme observado no ensaio de anexina V. Em
MCF-7 (figura 53 — C), existiu predominio de apoptose precoce nas diferentes

concentra¢des com diferenca estatiticamente significante em 7,5 pyg/mL.
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Figura 53 - Relagdo entre células viaveis, apoptose precoce, apoptose tardia e
necrose apos tratamento com o 6leo essencial nas diferentes linhagens.
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Os resultados estdo expressos como média de trés experimentos

independentes + erro padrdo (m+ep), analisados por one-way anova com pos-teste de
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tukey ( *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001), comparado ao CV. Controle de veiculo
(DMSO 1%). Dox: Controle positivo de necrose (doxorrubicina 20 pg/mL). Curc.:
controle positivo de apoptose (curcumina 53 pg/mL).

Os perfis também se assemelham aos resultados obtidos em Anexina V para o
composto a-humuleno. Pode ser observada a reducdo do numero de células em
necrose na medida em que as concentracdes diminuem, além de existir predominio e
pouca variacdo no numero de células em apoptose precoce nas concentracfes em
MCF-10a (figura 54 - A), HepG2 (figura 54 — B) e MCF-7 (figura 54 — C). As diferencas
estatisticas com relacdo ao veiculo foram encontradas em 12,5 e 6,25 yg/mL em
HepG2 para a apoptose tardia. Em MCF-10a, existiu diferenca em 5 pg/mL e 2,5

pg/mL para necrose, e em 5 ug/mL para apoptose precoce e tardia.

Figura 54 - Relagcdo entre células viaveis, apoptose precoce, apoptose tardia e
necrose apoés tratamento com a substancia a-humuleno nas diferentes
linhagens. Ensaio de excluséo por fluorocromos
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B) Exclus&o por fluorocromos
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Figura 54 — (final).

Os resultados estdo expressos como média de trés experimentos
independentes + erro padrdo (mzep), analisados por one-way anova com pos-teste de
tukey ( *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001), comparado ao CV. Controle de veiculo
(DMSO 1%). Dox: Controle positivo de necrose (doxorrubicina 20 upg/mL). Curc.:
controle positivo de apoptose (curcumina 53 pg/mL).

Para o trans-cariofileno (figura 55), predominaram células em apoptose tardia
ao longo das concentragbes (30, 15 e 7,5 pg/mL) e apoptose precoce em MCF-7
(figura 55 — C) e HepG2 (16, 8 e 4 pg/mL), figura 55 - B. Com destaque para MCF-10
(figura 55 — A), ocorreu diminuicAo da porcentagem de células em necrose
dependente de concentracao (20>10>5 pg/mL), aumentando a porcentagem de

células em apoptose precoce.
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Figura 55 - Relac@o entre células viaveis, apoptose precoce, apoptose tardia e
necrose apoés tratamento com a substancia trans-cariofileno nas diferentes
linhagens. Ensaio de excluséo por fluorocromos
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Os resultados estdo expressos como média de trés experimentos

independentes * erro padrdo (m+ep), analisados por one-way anova com pos-teste de
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tukey ( *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001), comparado ao CV. Controle de veiculo
(DMSO 1%). Dox: Controle positivo de necrose (doxorrubicina 20 pg/mL). Curc.:
controle positivo de apoptose (curcumina 53 pg/mL).

Na avaliagdo do 6xido de cariofileno (figura 56), os dados corroboram aqueles
encontrados para Anexina V, nos quais nota-se menor porcentagem de células em
necrose em concentragdes menores do tratamento (quantidade de células em
necrose: 150>75>37,5 pg/mL em MCF-10 (figura 56 — A), 100>50>50 pg/mL em
HepG2 (figura 56 - B). O comprometimento da angiogénese é uma das fortes
estratégias no abatimento dos canceres uma vez que compromete a velocidade de
progressdo da doencga. O oxido de cariofileno causa inibicdo constitutiva de proteinas
quinases ativadas por mitégenos (MAPKs) ou seja, inibe proteinas relacionadas
diretamente com processos do tipo proliferativos e canceres(JOHNSON, LAPADAT,
2002), além de induzir também a formacgé&o de espécies reativas de oxigénio (ROS) na
mitocondria, o que é associado a inducdo de apoptose. Nao obstante, outros registros
na literatura cientifica dizem respeito ao aumento da expressdo de p53, perda do
potencial de membrana mitocondrial, aumento de citocromo c, além da ativacao de
caspase-3 (PARK et al.,, 2011) em linhagens celulares tratadas com o 6xido de
cariofileno, dentre elas MCF-7. O oOxido de cariofileno foi capaz de suprimir a
expressdo de genes relacionados a anti-apoptose, proliferacdo, invasdo e
angiogénese (KIM et al., 2014). Outrossim, relacionou-se com a inibicdo de nf-kb,

inducdo de TNF-a e supressao de invasdo (KIM et al., 2014).
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Figura 56 - Relagdo entre células viaveis, apoptose precoce, apoptose tardia e
necrose apds tratamento com a substancia oxido de cariofileno nas
diferentes linhagens. Ensaio de excluséo por fluorocromos
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Os resultados estdo expressos como média de trés experimentos

independentes * erro padrdo (mzep), analisados por one-way anova com pos-teste de
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tukey ( *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001), comparado ao CV. Controle de veiculo
(DMSO 1%). Dox: Controle positivo de necrose (doxorrubicina 20 pg/mL). Curc.:
controle positivo de apoptose (curcumina 53 pg/mL).

Na figura 56, os resultados obtidos para a substancia eupatorina demonstram o
predominio da morte por apoptose precoce em MCF10A (figura 57 — A), HepG2 (figura
57 — B) e MCF7 (figura 57 — C). Eupatorina foi capaz de induzir apoptose por
mecanismos de ativacdo de caspases e liberacdo de citocromo ¢ em células de
leucemia. A morte celular foi induzida por vias extrinsecas e intrinsecas da apoptose,
sendo os mecanismos dependentes de espécies reativas de oxigénio (ESTEVEZ et
al., 2014). De fato nota-se que em MCF10A (figura 57 — A), HepG2 (figura 57 — B) e
MCF7 (figura 57 — C) existiu predominio de apoptose do tipo precoce em detrimento
de apoptose tardia e necrose. O trabalho de Salmela e colaboradores (2011) se refere
a eupatorina como um anti-mitético capaz de inteferir no ponto de controle de
formacgé&o dos fusos, importantes para a distribuicdo cromossémica durante o processo

de divisao celular, além de a flavona induzir fortemente a apoptose em cancros.

Figura 57 - Relagdo entre células viaveis, apoptose precoce, apoptose tardia e
necrose apoés tratamento com a substéncia eupatorina nas diferentes
linhagens. Ensaio de excluséo por fluorocromos
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Figura 57 — (final).

Os resultados estdo expressos como média de trés experimentos
independentes * erro padrdo (m+ep), analisados por one-way anova com pos-teste de
tukey ( *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001), comparado ao CV. Controle de veiculo
(DMSO 1%). Dox: Controle positivo de necrose (doxorrubicina 20 upg/mL). Curc.:

controle positivo de apoptose (curcumina 53 pg/mL).

4.9 Atividade de caspase-3

As figuras 58 e 59 mostram os resultados obtidos para os ensaios de atividade

de caspase-3. Comparando-se as atividades encontradas entre as 3 linhagens para o
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OE, nota-se que existiu diferenca estatistica (p<0,05) apenas nas concentracdes
intermediarias para MCF7 (10 ug/mL) e MCF10A (7,5 pyg/mL). Para a-humuleno, a
diferenca estatistica (p<0,05) entre as células foi encontrada entre a concentracéo
equivalente a 2,5 yg/mL para MCF10A e 6,25 pg/mL para HepG2. Ja para trans-
cariofileno, houve resultado estatisticamente significante entre a concentracdo de 7,5
pg/mL para MCF10 comparado a 4 pg/mL, 8 yg/mL e 16 em MCF7 (p<0,001), entre a
concentracdo de 16 pug/mL em MCF10A comparado a 4 yg/mL em MCF7 (p<0,01) e
comparado a 25 pg/mL, 50 ug/mL e 100 pg/mL em HepG2 (p<0,001). A diferenca
estatistica na intensidade de fluorescéncia entre as linhagens celulares tratadas com o
oxido de cariofileno existiu entre sua concentragdo de 75 pg/mL em MCF10A e 200
pg/mL em MCF7, e 12,5 ug/mL, 25,0 yg/mL e 50,0 pyg/mL em HepG2 (p<0,001). Ainda
para oOxido de cariofileno, a concentracdo equivalente a 150 pg/mL em MCF10A foi
diferente de todas as concentragdes em HepG2 e MCF7 (p<0,001).

Para eupatorina, a diferenca estatistica entre a intensidade de fluorescéncia
existiu entre a concentracdo de 10 pg/mL em MCF10A e 25,0 pg/mL (p<0,05), 50,0
Mg/mL (p<0,001) e 100 pg/mL em MCF7, e 50,0 yg/mL (p<0,01) em HepG2. Entre
MCF7 e HepG2 existiu diferenga entre 50,0 yg/mL em MCF7 e 12, 5 pg/mL em HepG2
(p<0,05).

Figura 58 - Ensaio de atividade de caspase-3 para 6leo essecial (A), a-humuleno (B) e
trans-cariofileno (C)
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Figura 58 — (final).

Resultados expressos como média da intensidade de fluorescéncia celular de
trés experimentos independentes * erro padrdo (MtEP), analisados por one-way

ANOVA com pés-teste de Tukey: * p<0,05; **p<0,01; ***p=<0,001.
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Figura 59 - Ensaio de atividade de caspase-3 para oOxido de cariofileno (A) e

eupatorina (B)
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Os resultados sdo expressos como média da intensidade de fluorescéncia

celular de trés experimentos independentes = erro padrdo (M+EP), analisados por

one-way ANOVA com pos-teste de Tukey: * p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Os resultados de ativacdo de caspase-3, que

N

se relaciona a morte via

apoptose, ndo apresentaram significAncia estatistica apesar de o0s ensaios de

Excluséo por Fluorocromos e Anexina V terem demonstrado a existéncia de apoptose

em todas as linhagens tratadas com os diversos padrdes e 6leo essencial. No entanto,

observa-se, em alguns casos, a tendéncia de ativagdo desta via, por exemplo,

eupatorina em HepG2 e 6xido de cariofileno em MCF-7.
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5 CONCLUSOES

O fracionamento cromatografico de EFSBt3 e EFSBt4 de EAcBt produziu mais
de 100 subfracdes que foram reunidas em 31 com perfis quimicos distintos em CCD. A
partir de subfragbes metandlicas foi isolada a flavona eupatorina com pureza de,
aproximadamente, 96% (250nm) cuja estrutura quimica pode ser determinada através
de técnicas espectrométricas.

O fracionamento cromatografico do OE forneceu 32 fra¢des de perfis dispares
em CCD e CG-DIC, e a sugestdo de composicao de fragdes foi lograda a partir das
andlises por CG-EM. Os componentes majoritarios foram distintos para diversas
fracdes, 0 que permitiu sugerir a relacdo destes com a atividade citotdxica e comparar
com os resultados obtidos com os padrdes.

No que concerne a avaliacdo do potencial citotoxico, o OE, a-humuleno, trans-
cariofileno, 6xido de cariofileno e eupatorina demonstraram atividade em MCF10A,
HepG2 e MCF7, sobressaindo-se a maior citotoxicidade do OE em HepG2 (Clsy=
10,40 pg/mL + 0,68 ), a-humuleno (Clso= 7,59 pg/mL % 0,63 ) e trans-cariofileno (Clso =
11,52 pg/mL £ 0,40) em MCF7, é6xido de cariofileno em HepG2 (Clso= 19,43 pg/mL %
0,25 ) e eupatorina em MCF10A (Clso= 5,08 ug/mL + 1,04) e, dentre as tumorais, em
MCF-7 (Clso= 6,73 pg/mL + 0,11) . Também existiu potencial de redugéo de sobrevida
das fragbes 6, 17, 25, 27, 38, 40, 42 e 57 em MCF10A, HepG2 e MCF7, sendo mais
vultuosas as atividades das fragfes 6, 17 e 25 em MCF-7, fragbes 27 a 57 em MFC7;
dentre as tumorais, fragbes 27 a 57 em MCF7;

Com relacéo ao estudo da morte celular, conclui-se para cada amostra:

- OE: anexina — MCF10A e MCF-7: predominio de necrose em 20

Mg/mL e apoptose precoce em 10 e 5 ug/mL, HepG2: predominio de necrose

em 7,5 yg/mL e apoptose precoce em 15 e 30 pg/mL; exclusao por

fluorocromos - MCF10A: predominio de apoptose precoce em 5 pg/mL,
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HepG2: predominio de apoptose precoce em 7,5 ug/mL; MCF-7: predominio

de apoptose precoce;

- a-humuleno: anexina — HepG2 e MCF-7: predominio de necrose (30 e
15 pg/mL ; 10 e 5 ug/mL, respectivamente); MCF10A: predominio de apoptose
precoce; exclusao por fluorocromos: MCF10A e HePG2: predominio de
apoptose precoce, MCF-7: predominio de apoptose precoce em 5 e 2,5 ug/mL;

- trans-cariofileno: anexina - MCF10A e HepG2: predominio de necrose
em 30 pug/mL e apoptose precoce em 15 e 7,5 ug/mL; MCF-7: predominio de
necrose em todas as concentragfes; exclusdo por fluorocromos: MCF10A:
predominio de tardia em 30 e 15 pg/mL; HepG2: predominio de apoptose
precoce; MCF-7: predominio de necrose em 16 ug/mL e apoptose precoce nas
demais concentragoes;

- Oxido de cariofileno: anexina — MCF10A: predominio de necrose em 2
maiores concentragbes, MCF-7: predominio necrose, HepG2: predominio de
apoptose precoce; exclusao por fluorocromos: MCF10A: predominio de
necrose em 150 pg/mL e apoptose precoce em 37,5 upg/mL, HepG2:
predominio de apoptose precoce, MCF-7: predominio de necrose em 100 e
200 pg/mL;

- eupatorina: anexina - MCF10A e HepG2: predominio de apoptose
precoce, MCF-7: predominio de apoptose precoce principalmente em 100
pg/mL; exclusao por fluorocromos: predominio de apoptose precoce em todas
as linhagens celulares.

Os resultados para o ensaio de ativacdo de caspase-3 nao foram
estatisticamente diferentes, sugerindo que a via de ativagdo da apoptose seja distinta
desta.

Foi observada via de morte mista, ocorrendo apoptose e necrose em todas as
linhagens. Os valores de Clso do OE em MCF7 (5,77 ug/mL % 0,05) e HepG2 (10,40

pg/mL £ 0,68) foram menores que o encontrado para MCF10A (16,15 ug/mL % 0,62),
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roborando a possibilidade de desenvolvimento de medicamentos. Ainda que o Oxido
de cariofileno ndo tenha sido t&o citotéxico quanto as demais substancias, apresentou
maior margem de seguranca para a linhagem normal MCF10A, apresentando Clsg
igual a 26,18 pg/mL £ 0,82, desenhando-se como potencial parao desenvolvimento de
antitumoral cujo foco esteja em HepG2. Eupatorina reduziu consideravelmente a
viabilidade celular na linhagem normal, no entanto apresentou 0s menores valores
para Clso dentre as substancias avaliadas em MCF7 (Cls= 6,73 pg/mL £ 0,11),
expondo a possibilidade de ser utilizada terapéuticamente no combate ao cancer
tendo em vista a possibilidade de modificagdo molecular desejando maior seletividade.

Uma opgdo ao desenvolvimento medicamentos a partir do OE é o uso de
fragbes que dispdem de uma menor variedade de constituintes que o OE. Ao tracar
um paralelo com o trabalho de Cos e colaboradores (2006) que considera extratos
citotdxicos para microrganismos em concentracgdes inferiores a 100 ug/mL, podemos
concluir que apenas a fragdo 10 nas 3 linhagens e a fragdo 17 em HepG2 nao detém
esta caracteristica. As demais fra¢cdes, comparando-as com o OE, aumentaram seus
limites para inibicAo de 50% da viabilidade celular, no entanto ainda devem ser

observadas com cuidado com relacéo a atividade em MCF10A.
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APENDICE | - Sugestdo de identificacdo dos
componentes das fragcbes do OE

CG-EM
~ tR IR ] i Propostas de Identificacédo
FRACAO ‘ PICO ‘ (min) ‘ exp. ‘ AREA ‘ IR lit.
1 22,58 1.290 8,21 - -
1 2 23,61 1.315 30,88 - 3-metil-undecano
3 2608 1374 6091 : Setl-smen heptano; 2,6-
1 22,09 1366 2,07 - -
> 2255 1377 478 2-propil-1-decanol; 3-metil-
decano
3 23,59 1401 23,17 1401 tetradecano
4 24,34 1420 2,59 - oxido de cariofileno; a-farneseno
5 2553 1449 51 i 5-meti|-l-hheg<xeennoc; 4-metil-1-
5 6 26,07 1462 10,22 - norfitano
7 28,4 1520 3,31 1522 B-cadineno
8 29,65 1552 3,51 - -
9 30,17 1566 2,68 1500 pentadecano
10 31,57 1602 6,71 - n-hundecano; n-tetradecano
11 3335 1650 301 i 1,1-d|fuoro-r?§§g(r:$no; 3-metil-
12 354 1705 6,17 i n—pentadzgzr;(é;i,ol-d|fu0ro—
1 6,2 958 1,27 - 2-pentanona
2 31,08 1589 42,17 1582 globulol
3 32,88 1637 1,88 - longipineno epo6xido
3 4 33,26 1648 10,99 1643 tau-muurolol
5 33,68 1659 40,1 1653 a-cadinol
6 34,19 1672 1,45 - 7-metanoazuleno
7 34,81 1689 0,74 - levobulonol
8 35,5 1708 0,88 - -
1 21,37 1349 0,93 1348 a-cubebeno
2 22,32 1371 1,11 1372 a-ilangeno
3 22,38 1373 1,07 1373 (-)isoledeno
4 2256 1377 9,07 1377 a-copaeno
5 23,9 1409 0,97 1410 ciclopropeazuleno
4 6 24,01 1412 1,13 1410 a-gurjuneno
7 24,33 1419 2,62 1420 B-cariofileno
8 24,65 1427 1,04 1453 alo-aromadendreno
9 24,78 1430 1,81 1390 B-cubebeno
10 25,04 1437 10,22 1439 a-guaieno (azuleno)
11 25,17 1440 16,39 1439 aromadendreno
12 25,37 1445 1,2 1439 azuleno
13 25,55 1449 1,61 1351 a-cubebeno
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14 26,03 1461 3,31 1462 alo-aromadendreno

15 26,5 1473 2,84 1515 delta-cadineno

16 26,62 1476 5,72 1481 naftaleno

17 27,21 1490 1,46 1503 azuleno

18 27,36 1494 12,04 1495 (+)-Ledeno

19 27,61 1500 4,4 1499 naftaleno (a-muroleno)

20 28,15 1514 0,55 1521 gama-cadineno

21 28,4 1520 7,73 1524 delta-cadineno

22 40,02 1838 8,73 2105 fitol

23 63,33 2598 1,36 - -

1 23,15 1.303 3,53 1350 a-ilangeno

2 24,36 1.333 28,34 1390 B-cariofileno

3 2517 1.352 1,15 i aromader)dr_eno; trans-
cariofileno

4 25,78 1.367 6,12 - B-selineno; a-humuleno

5 26,63 1.387 23 i a-amorfeno; germacreno-D;
calareno

6 26,86 1.393 22,16 1390 B-cubebeno

7 27,14  1.399 1,29 1394 B-elemeno

8 27,36 1.405 2,48 1417 isosativeno

9 27,46  1.407 1,87 1430 gama-elemeno

10 27,61 1.411 1,55 - muuroleno; a-amorfeno

11 28,14 1.425 1,48 1428 B-gurjuneno (calareno)

12 28,41 1.431 3,95 1439 aromadendreno

13 30,63 1.487 3,99 - espatulenol; (-)-espatulenol

OXi riofileno; huleno;

14 3076 1490 6,13 . Oxido detrca"’;] Lofllena, patchuleno;

15 32,94 1.548 1,14 - -

16 33,99 1.575 5,09 1582 oxido de cariofileno

1 20,75 1334 0,2 1336 bicicloelemeno

2 22,56 1377 0,28 1377 a-copaeno

3 23,14 1391 1,48 1392 B-elemeno

4 24,35 1420 9,34 1420 B-cariofileno

5 24,35 1420 9,09 1413 a-guaieno

6 25,17 1440 0,71 1456 humuleno

7 25,79 1455 6,04 - -

8 26,63 1476 0,77 1481 germacreno D

9 26,86 1482 10,04 1485 biciclogermacreno

10 27,52 1498 48,28 1503 germacreno A

11 27,88 1507 2,53 - -

12 28,41 1520 3,45 1513 a-calacoreno

13 29,89 1559 29 - -

14 30,63 1578 2,09 - -

1 23,59 1.314 1.68 - pentadecano

2 2434 1.332 6.50 i B-cariofileno; isso-cariofileno;

aromadendreno
3 25,77  1.367 3.93 - -
4 26,62 1.387 1.60 1380 a-copaeno
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5 26,83 1.392 16.73 1390 B-cubebeno
6 27,35 1.405 4.02 1404 B-cariofileno
7 27,44 1407 2451 1410 gama-elemeno
8 27,62 1411 2.38 1405 trans-a-bergamoteno
9 27,86 1.417 1.60 1408 a-humuleno
10 28,14 1.430 1.31 1483 a-amorfeno; germacreno-D
11 28,39 1431 9.14 1420 a-copaeno
12 29,2 1.451 1.13 1430 2,7-dimetil-quinolina
13 29,89 1.469 2.35 1462 a-farneseno
14 30,62 1487 7.93 - (')'est';’:g;:gt';egjans'
15 32,15 1.527 1.96 1524 a-calacoreno
16 33,25 1.556 1.85 - -
17 33,99 1.575 3.15 - patchuleno; a-linalol
18 34,23 1.582 1.08 - guajazuleno
19 35,92 1.628 2.07 - globulol; ledol; veridiflorol
1 19,35 1301 1.4 1300 tridecano
2 22,56 1377 1,19 - -
3 23,14 1391 1,84 1389 B-elemeno
4 23,59 1401 1,58 1400 tetradecano
5 24,22 1417 2 1416 1,6-dimetil-naftaleno
6 24,36 1420 20,54 1419 B-cariofileno
7 25,78 1455 3,15 1452 a-humuleno
10 8 26,63 1476 1,55 - -
9 26,86 1482 19,5 1484 germacreno-D
10 27,49 1497 30,75 1500 biciclogermacreno
11 27,62 1500 2,59 - -
12 27,88 1507 2,38 1508 germacreno-A
13 28,15 1514 1,03 - -
14 28,41 1521 7,33 - -
15 29,89 1559 1,8 - -
1 19,35 1301 4,13 1300 tridecano
2 22,56 1377 3,5 - -
3 23,58 1401 6,13 1400 tetradecano
4 23,65 1403 2,42 1408 1,6-dimetil-naftaleno
5 23,73 1405 2,57 1408 1,6-dimetil-naftaleno
6 2421 1416 10,23 1409 2,6-dimetil-naftaleno
7 24,38 1421 3,63 1424 1,4-dimetil-naftaleno
18 8 25,1 1438 4,72 - -
9 25,62 1451 1,24 1443 1,4-dimetil-naftaleno
10 26,07 1462 1,65 - -
11 26,9 1483 9,07 - -
12 27,14 1488 1,3 - -
13 27,29 1492 4,44 - -
14 28,51 1523 5,04 - -
15 28,76 1530 6,07 - -
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16 29,3 1543 3,44 - -
17 29,52 1549 3,58 - -
18 30,87 1584 2,14 - -
19 31,02 1588 4,39 - -
20 31,42 1598 6,13 - -
21 31,56 1602 2,7 - -
1 15,06 1201 1,18 1200 dodecano
2 19,01 1293 4,03 1297 1-metil-naftaleno
3 19,35 1301 3 1300 tridecano
4 19,66 1308 2,94 1312 2-metil-naftaleno
5 23,58 1401 8,79 1400 tetradecano
6 23,7 1404 3 1405 1,3-dimetil-naftaleno
7 24,2 1416 8,08 1416 1,3-dimetil-naftaleno
8 24,37 1420 3,73 1419 1,6-dimetil-naftaleno
9 25,04 1437 4,94 1436 1,4-dimetil-naftaleno
10 25,6 1451 2,32 1452 1,2-dimetil-naftaleno
11 26,87 1482 8,92 - -
12 27,26 1491 5,15 - -
13 28,5 1523 5,85 - -
23 14 28,74 1529 4.78 i 1,4,5-trimeti|_—naftaleno; 1,4,6-
trimetil-naftaleno
5 mzs asm o ae - MS(melnene a6
6 ame asw as - MASmednameense
17 30,85 1583 2,17 - -
18 31,01 1587 3,82 - -
19 31,41 1598 7,61 - -
20 31,54 1601 1,37 - 2-metil-dodecano; tetradecano
21 31,74 1606 1,32 - -
22 32,41 1625 2,26 - -
1,4-dimetil-7-etil-azuleno;
23 34,05 1669 0,83 i 1,2,3,4-tetrametil-azuleno
2w e noe - Agmelrebae
1 19,02 1293 0,91 1290 2-metil-naftaleno
2 19,67 1308 0,54 1306 1-metil-naftaleno
3 22,55 1377 3,62 1376 B-damascenona
4 24,21 1416 2,93 - -
5 25,04 1437 1,75 1436 1,4,-dimetil-naftaleno
6 25,61 1451 0,82 1452 1,2-dimetil-naftaleno
24 7 26,87 1482 42 1483 -
8 27,26 1491 2,4 1494 -
9 28,49 1523 3,17 - -
10 28,75 1529 2,54 - -
11 30,2 1567 1,66 1562 6xido de cariofileno
12 30,36 1571 2,33 1567 Palustrol
13 30,74 1580 2,61 - -
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14 30,86 1584 1,87 - -
15 31,02 1588 4,59 - -
16 31,2 1592 3,18 1592 viridiflorol
17 31,41 1598 3,46 - -
18 32,16 1618 1,04 - -
19 32,38 1624 4,64 - -
20 33,11 1643 8,01 1642 cubenol
21 34,6 1684 1,39 - -
22 43,31 1938 2,15 - -
23 46,29 2032 4,67 - -
24 48,89 2117 14,86 - 8-cedren-13-ol
1 2256 1377 3,65 1379 trans-f-damascenona
2 30,2 1567 2 - -
3 30,36 1571 5,15 1567 palustrol
4 30,75 1581 3,81 - isogeraniol; ledano
5 31,05 1588 2,27 - germacrono
6 31,21 1593 4,56 0-Guaieno
7 31,63 1603 0,99 germacreno-B
8 32,27 1621 2,37 - globulol; ledol
25 9 33,1 1643 14,55 1642 cubenol
10 34,02 1668 2,03 - -
11 34,61 1684 1,64 - -
12 40,12 1841 0,98 - -
13 4331 1938 374 i espatulenol; a-trans-bergamotol;
13-cedrenol
T R o
15 48,88 2117 29,42 - a-trans-bergamotol;B-sinensal
1 19,35 1301 1,33 1300 tridecano
2 2256 1377 1,9 1380 trans-B-damascenona
3 23,57 1401 2,97 1400 tetradecano
4 24,21 1416 2,4 1409 2,6-dimetil-naftaleno
5 24,38 1421 0,99 1418 1,7-dimetil-naftaleno
6 25,06 1437 1,16 1439 1,2-dimetil-naftaleno
7 2851 1523 1,85 i 1,4,5-trimetil-naftaleno; 1,4,6-
trimetil-naftaleno
o mrs ame aa - O%pmelamien a6
26 9 2032 1544 113 ) 1,4,5-trimetil-naftaleno; 1,4,6-
trimetil-naftaleno
10 29,57 1550 3,8 - B-cariofileno
11 30,05 1563 1,14 - -
12 30,37 1571 17,46 1567 ledol
13 30,75 1581 15,48 1582 6xido de cariofileno
14 31,79 1608 3,81 1608 epoxido de humuleno
15 32,28 1621 21,03 - globulol; epiglobulol
16 33,09 1643 1,56 1645 cubenol
17 36,34 1732 1,97 - aromadendreno; a-selineno
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18 48,89 2117 1,52 - cis-lanceol; trans-cariofileno
1 23,58 1401 1,28 1400 tetradecano
2 24,23 1417 1,58 1410 2,3-dimetil-naftaleno
3 26,89 1482 1,47 - -
s mse w1 - PACUmednameener
5 29,54 1550 3,69 - oxido de cariofileno; patchuleno
27 6 29,78 1556 7,15 1561 ledol
7 30,77 1581 57,26 1582 6xido de cariofileno
8 30,99 1587 3,2 - biciclogermacreno
9 31,8 1608 4,75 - -
10 32,07 1615 2,55 1608 a-cedrol
11 3227 1621 35 i iludol; epiglobulol; 1,6-dien-3-ol-
humuleno
1 29,79 1556 5,09 - -
28 2 30,75 1581 88,41 1581 6xido de cariofileno
1 19,35 1301 2,8 1301 tridecano
2 2254 1376 1,74 - pentadecano; tetradecano
3 23,58 1401 5,15 1400 tetradecano
4 24,22 1417 4,76 1409 2,6-dimetil-naftaleno
5 26,06 1462 2,12 - tridecano; 2,3,3-trimetil-octano
6 26,73 1478 4,58 1477 trans-pB-ionona
1,6,7-trimetil-naftaleno; 2,3,6-
7 28,51 1523 2,45 - trimetil-naftaleno; 1,4,6-trimetil-
naftaleno
2,3,6-trimetil-naftaleno; 4,6,8-
8 28,75 1529 2,45 - trimetil-azuleno; 1,6,7-trimetil-
29 naftaleno
9 29,32 1544 2,52 - -
2,3,6-trimetil-naftaleno; 1,6,7-
10 29,51 1549 2,1 - trimetil-naftaleno; 4,6,8-trimetil-
azuleno
11 29,77 1556 4,19 1564 ledol
12 30,59 1577 2,78 1577 espatulenol
13 30,98 1587 9,75 - biciclo-germacreno
14 32,07 1615 26,3 1619 cubenol
15 32,89 1637 2,04 - oxido trans-limoneno; nerolidol
16 33,79 1662 571 - -
17 60,24 2530 1,64 - -
1 19,35 1301 1,58 1301 tridecano
2 23,58 1401 1,81 1401 tetradecano
sz wm oae - 2Smelnemenie:
4 26,05 1462 0,67 - -
31 5 28,4 1520 3,1 - -
6 30,04 1562 13,1 1570 globulol
7 31,66 1604 1,59 - patchuleno
8 32,1 1616 10,41 - veridiflorol
9 32,55 1628 55,21 1623 cubenol
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10 33,61 1657 1,05 - oxido de cariofileno, cis-mirtanol

11 34,29 1675 1,62 - -

1 28,42 1521 1,2 - -

2 30,04 1562 17,62 1567 ledol

3 31,65 1604 1,83 - patchuleno; ledano

4 321 1616 2.25 i germacrenos-glljo-éfl-jl)cl);I a-bisabolol;
32 5 32,54 1628 24,23 1623 cubenol

6 33,4 1651 2,64 - a-farneseno;tau-cadinol

7 34,26 1674 32,19 - espatulenol

8 34,8 1689 4,8 - a-copaeno; iso-espatulenol

9 40,58 1855 9,59 - -

10 60,23 2530 1,2 - -

1 15,05 1200 1,2 1200 dodecano

2 19,02 1293 1,38 1290 2-metil-naftaleno

3 19,34 1301 1,79 1301 tridecano

4 21,52 1352 1,56 1356 eugenol

5 22,54 1376 1,03 - -

6 23,57 1401 2,72 1401 tetradecano

7 23,7 1404 0,94 1407 2,6-dimetil-naftaleno

8 24,2 1416 2,32 1418 1,7-dimetil-naftaleno

9 24,38 1421 1,11 1428 1,5-dimetil-naftaleno

10 26,88 1482 1,62 - -

11 2874 1529 0.85 i 2,3,6—trimeti|_-naftaleno; 1,4,6-
33 trimetil-naftaleno

12 29,95 1560 2 1561 nerolidol

13 30,04 1562 6,34 1562 ledol

14 31,43 1598 0,94 - -

15 31,82 1609 2,08 - palustrol; isoverbanol

16 33,06 1642 3,1 1642 tau-cadinol

17 33,27 1648 1,12 - -

18 33,4 1651 2,58 - -

19 34,27 1675 15,71 1676 ocidenol

20 34,81 1689 36,96 - B-copaen-4-a-ol; ocidentalol

trans-B-nerolidol; nerolidol;
21 46,01 2023 2,16 - trans.trans-farnesil acetato;
farnesol

1 29,96 1560 1,1 1561 nerolidol

2 3136 1596 1235 - B'e“dez:l‘;'%i?'ca“o“

3 31,67 1605 7,08 1609 veridiflorol
35 4 31,82 1609 8,07 1609 veridiflorol

5 32,37 1623 9,38 - edicariol

6 33,07 1642 45,29 1640 a-muurolol

7 34,13 1671 1,9 1672 bulnesol

8 34,8 1689 9,25 - B-copaend-a-ol; espatulenol
36 1 23,59 1401 1,63 1401 tetradecano

2 30,59 1577 2,82 1574 4-germacrenol



3 31,43 1598 4,33 - -
4 32,09 1616 15,46 1609 viridiflorol
5 32,55 1628 63,76 1623 cubenol
6 33,64 1658 2,75 - -
7 33,72 1660 1,46 - -
1 30,26 1568 1,57 1573 espatulenol
> 3062 1577 13,98 1583 espatulenol; oxido de
cariofileno;
3 31,3 1595 43,34 1590 viridiflorol
37 4 31,68 1605 8,02 1600 rosifoliol
5 31,84 1609 1,09 - -
6 32,38 1624 2,1 - elemol
7 3276 1634 1,15 i palustrol; cubenol;
aromadendreno
8 33,16 1645 27,46 1643 tau-muurolol
1 27,45 1496 2,17 - cedrandiol; espatulenol
2 30,26 1568 6,47 1569 viridiflorol
3 30,66 1578 53,94 1577 espatulenol
38 4 30,89 1584 2,85 1581 espatulenol
5 31,29 1595 14,37 1593 globulol
6 31,69 1605 15,05 1603 rosifoliol
7 33,16 1645 5,15 1641 tau-muurolol
1 4,69 902 1,24 - -
2 6,21 958 1,08 - -
3 7,56 1006 3,09 - -
4 27,45 1496 1,18 - espatulenol; cedrandiol
39 5 30,27 1568 9,55 1569 viridiflorol
6 30,68 1579 60,98 1578 oxido de cariofileno
7 30,9 1585 6,69 1581 espatulenol
8 31,29 1595 1,96 1592 epiglobulol; ledol; veridiflorol
9 31,69 1605 6,42 1603 rosifoliol
1 3,76 - 2,56 - -
2 4,47 - 3,38 - -
3 4,7 902 2,19 - -
4 4,88 909 3,98 - -
5 5,75 941 4,03 - -
6 5,84 944 2,96 - -
40 7 5,97 949 4,01 - -
8 6,26 960 1,62 - pentanona; 3-metil-2-butanona
9 6,46 968 2,71 - -
10 6,77 979 0,88 - 2,4-hexadien-1-ol; 2-hexin-1-ol
11 771 i 2,4-hexadien-1_-o|; 4-metil-2,3-
hexadien-1-ol
12 7,83 1014 3,56 - 2-metil-2-penten-1-ol
13 9,05 1048 1,25 - 3,5-hexadien-1-ol; 3-hexin-1-ol
14 19,02 1293 1,45 1290 B-metil-naftaleno
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15 19,36 1301 1,15 1301 tridecano
16 22,55 1377 0,95 - -
17 23,6 1401 1,44 1401 tetradecano
18 24,39 1421 0,86 1427 1,6-dimetil-naftaleno
19 26,89 1482 1,54 - -
20 27,27 1492 1,01 - -
21 28,28 1517 3,78 - espatulenol; epiglobulol
22 3028 1569 195 200 viridiflorol; ledol
23 30,72 1580 8,9 1578 espatulenol
24 30,93 1585 2,97 1582 oxido de cariofileno
25 31,43 1598 0,86 - -
26 31,72 1606 1,3 1600 rosifoliol
27 33,64 1658 2,55 - viridiflorol; ledol
28 34,24 1674 2,64 - 6xido de cariofileno
1 6,21 958 5,79 - pentanona; 3-metil-2-butanona
2 24,21 1416 0,88 1409 2,6-dimetil-naftaleno
3 26,87 1482 1,7 - -
4 27,26 1491 1,08 - -
5 28,26 1517 10,45 - ledol; a-muurolol
6 2851 1523 121 i 2,3,5—trimeti|_-naftaleno; 1,4,5-
trimetil-naftaleno
roma asw am - ASUmedneeenes
8 30,63 1578 3,01 1577 espatulenol
9 30,88 1584 1,24 - -
10 31,01 1587 2,03 - -
41 11 31,41 1598 1,45 - -
12 32,85 1636 4,87 1624 espatulenol
13 33,25 1647 3,54 - espatulenol; B-espatulenol
14 33,49 1654 1,21 - elemol; globulol; eudesmol
15 33,67 1659 22,13 - ledol
16 33,96 1666 3,12 - 6xido de cariofileno
17 34,27 1675 16,37 - -
18 34,45 1680 1,31 - -
19 34,62 1684 2,46 - -
20 35,21 1700 2,22 - -
21 35,47 1707 1,68 - -
22 37,48 1764 0,88 - -
23 48,71 2111 6,52 - -
T R A
2 6,23 959 512 - pentanona; 3-metil-2-butanona
3 29,77 1556 0,95 1566 6xido de cariofileno
42 4 30,48 1574 0,92 1567 palustrol
5 32,29 1621 1,2 1623 cubenol
6 32,9 1638 10,78 - espatulenol
7 33,27 1648 1,53 B-guaienene; cedren-13-ol;
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espatulenol
33,51 1654 1,28 1658 eudesmol
33,79 1662 47,4 - viridiflorol
3401 1668 2.88 i oxido de ledeno; 6xido de
aromadendreno
34,68 1686 4,82 - globulol
36,4 1734 4,02 - -
48,71 2111 4,81 2112 fitol
51,07 2192 1,09 - -
1 30,96 1586 25,55 1590 viridiflorol
2 33,23 1647 5,66 1642 tau-cadinol
3 33,57 1656 46,66 1648 tau-cadinol
4 5677 2398 10,66 i 3,3-dimetil-hexano; 3,7-dimetil-
decano
5 63,23 2598 11,47 - -
1 3,89 - 1,88 - -
2 4,69 902 1,23 - -
3 6,11 955 2,53 - -
4 6,21 958 2,22 - -
5 7,55 1006 0,92 - 2,4-hexadien-1-ol; 2-hexin-1-ol
6 8190 1024 8,16 i 3-metil-2,3-pentadien-1-ol; 2,4-
hexadien-1-ol
7 19,01 1293 1,33 1296 2-metil-naftaleno
8 19,34 1301 0,93 1301 tridecano
9 19,66 1308 0,92 1306 1-metil-naftaleno
10 22,54 1376 1,23 - -
11 22,89 1385 1,15 - a-trans-bergamotol; espatulenol
12 23,57 1401 1,56 - -
13 24,2 1416 2,7 1409 2,6-dimetil-naftaleno
W oams amooass - ATmednaens 290
moa ae s - MASUmelalsenzac
30,98 1587 39,96 1585 globulol
31,41 1598 1,21 - -
32,04 1615 1,31 - -
33,23 1647 1,15 1638 epi-a-cadinol
33,57 1656 19,34 - viridiflorol
3,76 - 5,88 - -
3,89 - 1,4 - -
4,11 - 1,35 - -
4,38 - 1,3 - -
4,69 902 4,44 - -
5,56 934 1,12 - -
6.21 958 7.83 i 2-pentanona; 3-metil-2-
butanona
26,87 1482 1,66 - -
28,67 1527 41,08 - a-cedrol; widdrol
30,4 1572 1,13 - -



151

11 31 1587 6,23 1585 globulol
12 31,69 1605 3,84 1601 espatulenol
13 32,06 1615 3,25 1624 espatulenol
14 33,24 1647 541 - -
15 3347 1653 2,73 . a'oam”;‘a‘ﬁgfgﬁgﬁgg;%e"”eno;
16 33,59 1656 3,26 1654 tau-muurolol
17 35,81 1717 1,92 1722 trans-farnesol
1 375 i 3.26 i 2,4—hexagi§g;)t-r?tlgr2u-)|l”netlleno-
2 am - am - A4smmebeezd
3 4,39 - 2,68 - -
4 4,69 902 3,13 - -
s eaz s aw - Zeepeentowznei:
6 6.2 958 9,68 i 2-pentanona; 3-metil-2-
butanona
7 26,01 1461 3,18 - -
49 8 26,88 1482 3,57 - -
9 28,2 1515 2,23 - -
2,2-dimetil-3,4-pentadien-1-ol;
10 2827 15lv 1,61 i 3,4-dimetil—3—genten-2-ona
11 28,59 1525 31,68 - widdrol; a-cedrol
12 30,98 1587 4,67 1590 viridiflorol
13 31,41 1598 2,03 - -
14 31,66 1604 4,69 1594 espatulenol
15 B2 1646 1044 - 6xida de ledeno; 6xido de
16 3844 1652 317 - aloaromadendreno;
2-metileno ciclopentanol; 2,3-
1 3,76 - 2,52 - dimetil-2-penteno; 3,4-dimetil-2-
penteno
2 e - s - GASmalEec2e
3 4,39 - 1,53 - -
4 4,69 902 3,73 - -
5 6,11 955 6,5 - -
6 6.2 958 4.08 i 2-pentanona; 3-metil-2-
butanona
- 7 7,55 1006 2,86 - 2,4-hexadien-1-ol; 2-hexin-1-ol
2,2-dimetil-3,4-pentadien-1-ol; 3-
8 819 1024 821 i etil-2,4-pe?1tadien-1-ol
9 19,01 1293 2,45 1290 2-metil-naftaleno
10 19,34 1301 1,23 1301 tridecano
11 19,65 1308 1,85 1306 1-metil-naftaleno
12 23,58 1401 3,93 1400 tetradecano
13 24,2 1416 6,4 1409 2,6-dimetil-naftaleno
14 24,37 1420 2,43 1419 1,6-dimetil-naftaleno
15 25,04 1437 2,54 - -
16 25,61 1451 2,58 1452 2,3-dimetil-naftaleno; 1,4-
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dimetil-naftaleno

17 26,06 1462 6,89 - -
18 26,87 1482 5,95 - -
19 285 1523 3.64 i 1,4,5-tr|metl[-naftaleno; 2,3,6-
trimetil-naftaleno
20 28.75 1529 25 i 1,4,5-tr|met|[-naftaleno; 2,3,6-
trimetil-naftaleno
21 29,31 1544 2,06 - B-isopropilnaftaleno
2,3,6-trimetil-naftaleno; 1,4,5-
22 29,49 1548 4,43 - trimetil-naftaleno; 1,6,7-trimetil-
naftaleno
23 31,01 1587 1,86 - -
24 31,4 1597 3,03 - -
25 31,55 1601 1,5 - -
2-metileno ciclopentanol; 2,4-
1 3.75 ) 2.7 ) hexadien-1-ol
2 3,89 - 4,06 - -
3 4,58 - 1,17 - -
4 4,69 902 2,89 - -
5 6.11 955 263 i 2-pentanona; 3-metil-2-
butanona
6 6.19 957 759 i 2-pentanona; 3-metil-2-
butanona
7 24,18 1416 2,65 1416 1,3-dimetil-naftaleno
8 24,35 1420 1,53 1428 1,5-dimetil-naftaleno
9 25,03 1437 1,78 1427 1,3-dimetil-naftaleno
>4 10 2558 1450 1,78 1439 1,2-dimetil-naftaleno
11 2847 1522 4,48 i 2,3,6-trimetil-naftaleno; 1,6,7-
trimetil-naftaleno
12 2871 1528 294 i 2,3,6—tr|metll_-naftaleno; 1,6,7-
trimetil-naftaleno
13 2927 1543 235 i 2,3,6—tr|metll_-naftaleno; 1,6,7-
trimetil-naftaleno
14 29 46 1548 4.03 i 1,4,6-tr|met|[—naftaleno; 2,3,6-
trimetil-naftaleno
15 30,83 1583 1,99 1573 1,6,7-trimetil-naftaleno
16 34 1667 0,94 - -
17 34,73 1687 1,32 - -
18 36,27 1730 1,39 - -
1 375 i 7.04 i 2,4-hexa(J!|en-1-0I; 2-metileno-
ciclopentanol
2 3.9 i 16,25 i 1,3,5-hexa_tr|en0; 2,4-
hexadien-1-ol
3 4,38 - 3,21 - -
4 4.59 i 4.95 i 5-metil-3-hexen-2-ona; 3-metil-
4-hexen-2-ona
56 5 4,7 902 12,05 907 2-metil-2-ciclopeten-1-ona
6 6.12 955 851 i 2-met|I-2-C|cIop<_aten-1—ona; 3-
heptino
7 6.2 958 2575 i 2-pentanona; 3-metil-2-
butanona
2,4-hexadien-1-ol; 2,2-dimetil-
8 2599 1460 417 ) 3,4-pentadien-1-ol
9 27,25 1491 3,64 - 5-metil-2-hexino; 2,4-hexadien-
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1-ol
10 2046 1548 9.87 i 4-met|I-2,3-he>§ad|en-1-ol; 2,4-
hexadien-1-ol
11 31,4 1597 4,56 - -
1 375 i 1,78 i 2.,4-hexadien-1-ol; 1-ciclo-
hexenol
5 3.89 i 383 i 2,4—hexad|en—_1—ol; 1,3,5-
hexatrieno
3 4,38 - 1,44 - -
4 4,46 - 1,47 - -
5 4,69 902 2,24 895 ciclohexanona
6 571 940 0,99 - -
7 5,78 942 0,96 - -
8 5,93 948 1,08 - -
9 6.11 955 3.03 i 3-met|l_—2—C|_cIopenten—1—ona; 2-
metil-2-ciclopenten-1-ona
10 6.2 958 45 i 2-pentanona; 3-metil-2-
butanona
4-metil-4-penten-2-ona; 3-
11 6.43 966 14 ) hexeno-2,5-diol
12 7,36 1001 2,68 - -
- 13 755 1006 513 i 3,4—heptad|eno;0|2,4—hexad|en-1-
14 819 1024 9,97 . 2,4-hexadien-1-of; 1,2-
ciclononadieno
15 16,73 1240 1,41 - -
16 18,99 1292 2.83 i 2,3-d|me_t|I—1,4—penta_d|eno; 5-
metil-1,4-hexadieno
17 19,61 1307 6,09 - -
18 20,89 1337 1,43 - -
19 23,88 1408 4,85 - -
20 24,18 1416 4,2 1416 1,3-dimetil-naftaleno
21 24,34 1420 2,47 1422 1,3-dimetil-naftaleno
22 28.47 1522 2.92 i 4,6,8-tr|.metlll—naftaleno;2,3,6-
trimetil-naftaleno
23 28,72 1529 2 i 4,6,8-tr_|met_|l—azuleno; 2,3,6-
trimetil-naftaleno
24 29,27 1543 1,68 - -
o5 29 46 1548 2.48 i 2,4,6-tr!met!l-azuleno; 1,6,7-
trimetil-naftaleno
26 30,84 1583 0,95 - -
2,5,-dimetil-2,5-diidro-furano; 1-
1 3,76 - 2,58 - ciclohexenol; 2,3-dimetil-2-
penteno
5 3.9 i 44 i 2,4-h_exad|en-1.-ol; 1,3-
ciclohexadieno
3 47 902 4.95 i 2-met|I-C|9Iopgnten-1-0na; 2,4-
58 . dimetil-furano _
4 6,21 958 0,31 i 3-metil-2-butanona; 5-metil-2-
hexanona
5 24.19 1416 6.84 i 2,3-d|metll_-naftalen0; 1,5-
dimetil-naftaleno
6 24,37 1420 3,22 1428 1,5-dimetil-naftaleno
7 26,85 1481 12,06 - -
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8 27,24 1491 7,65 - -
o s a2 eaw . 0Tl 2o
w7z s am - MOTimeliamene 200
L
12 2047 1548 6,22 i 1,6,7-trimeti[—naftaleno; 2,3,5-
trimetil-naftaleno
13 31,38 1597 8,38 - -
7,9-dimetil-hexadecano; 10-
14 31,52 1601 2,89 - metil-eicosano; 2-metil-
dodecano
15 32,33 1622 2,52 - -
16 32,38 1624 2,7 - -
1 31,08 1589 45,25 1585 globulol
2 32,88 1637 15 - farnesol; trans-cariofileno
3p 3 33,26 1647 10,43 1643 tau-muurolol
4 33,68 1659 41,82 1657 a-bisabolol
5 34,19 1673 1 - Oxido de cariofileno
1 6,72 977 1,71 - -
2 6,72 977 1,7 - [B-ocimeno
3 6,99 987 1,27 - -
4 8,88 1043 1,09 - linalol; terpinoleno
5 2255 1377 1,51 1377 a-copaeno
6 23,14 1391 1,52 1390 B-cubebeno
7 2452 1424 18,9 1420 B-cariofileno
8 25,07 1438 1,23 - -
9 25,2 1441 2,34 1448 a-humuleno
10 25,81 1456 2,42 1455 aromadendreno
11 26,99 1485 10,47 1485 germacreno D
OF 12 27,18 1489 0,72 - -
13 27,63 1501 15,56 1500 biciclogermacreno
14 28,17 1514 1,06 - a-gurjuneno
15 28,51 1523 6,57 1522 delta-cadineno
16 30,7 1579 2,86 1577;1579 espatulenol; 6xido de cariofileno
17 30,79 1582 0,94 - -
18 31,09 1589 55 1592 viridiflorol
19 31,37 1597 3,55 1594 viridiflorol
20 31,72 1606 1,65 1603 rosifoliol
21 32,57 1629 0,79 1623 cubenol
22 33,11 1643 1,62 - calareno; delta-cadineno
23 33,21 1646 1,78 - -
24 33,68 1659 3,91 1656 a-cadinol
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