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RESUMO

Com o crescente numero de casos de cancer nas ultimas décadas, essa doenca se
tornou um alarmante problema mundial. Os tratamentos farmacoldgicos disponiveis
carecem de especificidade e induzem graves efeitos adversos, demandando a
pesquisas por novas opgoes terapéuticas. Uma fonte promissora de compostos com
atividade anticancer sdo as plantas, com uso medicinal ou ndo, que cada vez mais
contribuem para o desenvolvimento de farmacos antineoplasicos. Neste contexto, foi
realizada uma triagem citotoxica de 14 extratos etandlicos de espécies do género
Baccharis frente a linhagens tumorais humanas, uma vez que algumas substancias ja
isoladas, como acidos fendlicos, flavonoides e terpenos, mostraram o potencial
farmacolégico de espécies desse género. Os extratos de B. imbricata e B.
megapotamica apresentaram promissora atividade citotdxica e foram selecionados
para o fracionamento biomonitorado. A avaliagdo preliminar da composi¢ao quimica
dos extratos e fracbes dessas duas espécies foi realizada por UPLC-ESI-MS/MS e
permitiu a caracterizacdo do perfil fitoquimico dessas plantas, compostas
principalmente por derivados do acido clorogénico e por flavonoides. A avaliagéo da
atividade citotoxica das fragcbes foi realizada em linhagens de cancer de pulmao
(A549), carcinoma de prostata (DU145) e carcinoma hepatocelular (HepG2) e em
cultura de células saudaveis (fibroblastos gengivais humanos). A fragao
diclorometanica de B. imbricata foi selecionada para dar prosseguimento aos estudos
e foi novamente fracionada em DCM 1 e DCM 2. O refracionamento de DCM 2 por
HPLC-FR em escala preparativa permitiu o isolamento e a elucidacao estrutural
inequivoca do betuletol, um flavonol dimetoxilado, que ja foi descrito na literatura. Essa
substancia ja foi identificada em brotos de B. dracunculifolia, porém ainda ndo havia

sido descrita em B. imbricata.

Palavras-chaves: Baccharis. Cancer. Avaliagao citotoxica. Linhagens tumorais.



ABSTRACT

With the growing number of cancer cases in recent decades, this disease has become
an alarming worldwide problem. The pharmacological treatments available lack
specificity and induce serious adverse effects, demanding research for new
therapeutic options. A promising source of compounds with anti-cancer activity are
plants, whether medicinal or not, which increasingly contribute to the development of
antineoplastic drugs. In this context, a cytotoxic screening with 14 ethanol extracts of
species of the genus Baccharis was performed against human tumor cells, since some
substances already isolated, such as phenolic acids, flavonoids and terpenes, showed
the pharmacological potential of species of this genus. The extracts of B. imbricata and
B. megapotamica showed promising cytotoxic activity and were selected for
biomonitored fractionation. The preliminary evaluation of the chemical composition of
the extracts and fractions of these two species was carried out by UPLC-ESI-MS/MS
and allowed the characterization of the phytochemical profile of these plants,
composed mainly of derivatives of chlorogenic acid and flavonoids. The evaluation of
the cytotoxic activity of the fractions was performed in lung cancer cells (A549),
prostate carcinoma cells (DU145) and hepatocellular carcinoma cells (HepG2) and in
healthy cell culture (human gingival fibroblasts). The dichloromethane fraction of B.
imbricata was selected to continue the studies and was again divided into DCM 1 and
DCM 2. Refraction of DCM 2 by HPLC-RF on a preparative scale allowed the isolation
and elucidation unambiguous of betuletol, a dimethoxylated flavonol, which has
already been described in the literature. This substance has already been identified in

shoots of B. dracunculifolia, but it has not yet been described in B. imbricata.

Keywords: Baccharis. Cancer. Cytotoxic evaluation. Tumor cells.
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Acetonitrila

American Type Culture Collection

Concentracgao Citotoxica a 50%

Cromatografia em camada delgada

Concentragao Inibitoria a 50%

Centimetro

Carcinoma pulmonar de células ndo pequenas
Carcinoma pulmonar de células pequenas

Dupleto

Diode Array Detector

Dulbeccos’s Modified Eagle Medium — Gibco
Hexadeutero dimetilsulféxido

German Collection of Microorganisms and Cell Cultures
Dose efetiva a 50%

Electrospray lonization

Fracao

Grama

Inibicdo de crescimento de 50%

Virus da hepatite B

Virus da hepatite C
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mL Mililitro

mM Milimolar
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NCI-EUA Nacional Cancer Institute
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NOESY Nuclear Overhauser Effect
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SRB
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Mg
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MM
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Antigeno especifico da prostata
Paclitaxel

Ressonancia Magnética Nuclear
Rotagdes por minuto

Simpleto

Soro Fetal Bovino
Sulforrodamina B
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Tetrametilsilano

Tempo de Retencao
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Ultra Performance Liquid Chromatography
Ultravioleta

Maximo de absorcédo no UV-Vis
Deslocamento Quimico
Micrograma
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Micromolar
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1 INTRODUGAO

O céancer € um problema mundial, sendo responsavel por quase 13% dos Obitos
globais. Esse percentual é equivalente aos sete milhdes de mortes anuais
provocadas, em conjunto, pela infeccdo por HIV/AIDS, tuberculose e malaria (LOPEZ-
GOMEZ et al., 2013). Segundo a American Cancer Society (ACS, 2018), uma
proporcao substancial de canceres poderia ser evitada, incluindo os causados pelo
uso de tabaco, excesso de peso corporal, inatividade fisica e consumo excessivo de
alcool, através de mudancgas comportamentais. Ja os canceres causados por agentes
infecciosos, tais como papilomavirus (HPV), virus da hepatite B (HBV), virus da
hepatite C (HCV) e Helicobacter pylori poderiam ser evitados pela vacinagdo ou

tratamento da infeccéo.

O diagnéstico precoce e o tratamento adequado sdo considerados medidas
importantes para reduzir as taxas de mortalidade em pacientes com cancer. Embora
muitos agentes antineoplasicos estejam atualmente disponiveis para o tratamento, os
efeitos colaterais causados por esses farmacos representam uma limitagao na terapia
(HEIDARI-SORESHJANI et al., 2017). Assim, torna-se essencial encontrar novos
métodos para o controle do cancer, o que justifica o crescimento da pesquisa por
novos farmacos mais seletivos e eficazes, como, por exemplo, os agentes
antineoplasicos de origem natural (ALEEBRAHIM-DEHKORDY et al., 2017). Varios
antineoplasicos utilizados na atualidade sio obtidos de plantas, que tem a capacidade
de sintetizar micromoléculas de alta complexidade e com varios centros quirais,
obtidos gracas a uma complexa rede de sistemas enzimaticos envolvidos na
biossintese desses metabdlitos especiais. Normalmente, a sintese dessas
substancias por processos quimicos classicos néo é viavel economicamente. Dessa
forma, os fitofarmacos, tem adquirido papel imperativo no tratamento do céncer
(OCHWANG'I et al., 2014). A titulo de exemplo, pode-se destacar os alcaloides da
vinca, tais como a vimblastina e a vincristina, isolados de Catharanthus roseus L.
(Apocynaceae), e usados no tratamento de leucemias, linfomas, cancer de testiculos,
de mama, de pulmao e sarcoma de Kaposi; bem como o paclitaxel, um diterpeno
obtido de Taxus brevifolia Nutt. (Taxaceae), utilizado na terapia do cancer de ovario,
mama e pulmao (GREENWELL; RAHMAN, 2015). Dessa forma, produtos naturais de
plantas com acgao citotdxica apresentam um real potencial para o desenvolvimento de

novos farmacos antitumorais e diversos deles encontram-se em uso clinico.
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O género Baccharis apresenta ampla distribuicado geografica, grande variedade de
especies e possui vasta utilizagdo na medicina popular, tanto no Brasil como em
outros paises da América do Sul. Além de seu grande potencial para producao de
metabdlitos especiais e da descricdo de diversos usos populares, estdo citados na
literatura inUmeros estudos de atividades biolégicas, que destacam os efeitos
alelopaticos, antimicrobianos, citotoxicos e anti-inflamatérios de espécies desse
género (VERDI et al., 2005). Com isso, as espécies do género Baccharis podem
representar novas fontes de substancias citotdxicas, com potencial para o

desenvolvimento de farmacos antitumorais.



23

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade citotoxica de espécies do género Baccharis e realizar o estudo

fitoquimico da planta selecionada.
2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Obter extratos brutos de folhas e caules de plantas do género Baccharis

coletadas;

2.2.2 Realizar a triagem citotdxica in vitro dos extratos frente a linhagem tumoral A549,

por meio do ensaio colorimétrico da sulforrodamina B (SRB);

2.2.3 Realizar a desreplicacdo dos extratos selecionados e respectivas fracoes
utilizando UPLC-DAD-ESI-MS/MS;

2.2.4 Avaliar os efeitos citotdxicos dos extratos selecionados e das respectivas fragdes
frente as linhagens tumorais A549, DU145 e HepG2;

2.2.5 Avaliar os efeitos citotoxicos das fragdes mais ativas em uma linhagem de
células saudaveis (fibroblasto gengival humano) e selecionar a fragcédo mais seletiva

para o isolamento dos compostos;

2.2.6 Isolar e elucidar a estrutura quimica dos constituintes da fragao selecionada,

utilizando as ferramentas espectroscopicas usuais.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Cancer

O termo cancer é utilizado para designar uma doencga caracterizada pelo crescimento
descontrolado de células transformadas. Outros termos comuns usados sao tumores
malignos e neoplasias. Existem quase 200 tipos de cancer que correspondem aos
varios sistemas de células do corpo, os quais se diferenciam pela capacidade de
invadir tecidos e orgdos (DE ALMEIDA et al., 2005). Nesse processo, as células
apresentam aparéncia e morfologia alteradas, sendo tais caracteristicas usadas como
indicativo do estagio da doenca (AGUS et al., 2013).

As neoplasias podem surgir a partir de alteragdes nos protooncogenes, que séo
inativos em células normais. Assim que ativados, esses genes se transformam em
oncogenes, esses sim responsaveis pela malignizagao, ou seja, pela transformagao

das células normais em células tumorais (CROCE, 2008).

Multiplas alteragdes genéticas sado necessarias para o desenvolvimento de tumores e
a origem dessas anormalidades nao sao, geralmente, bem definidas. Sabe-se que
influéncias ambientais, fatores epigenéticos, mutagdes aleatérias e complicagdes
sistémicas, como inflamacbdes e disfungdes metabdlicas, podem iniciar as
denominadas mutacbes somaticas “adquiridas”. Em contrapartida, os tumores
decorrentes de mutagdes genéticas herdadas correspondem a apenas 10% dos casos
(REAGAN, 2019). Embora o cancer possa ocorrer em pessoas de todas as idades, é
mais frequente entre individuos com idade mais avangada. A titulo ilustrativo, pode-
se citar as alteragbes no sistema imunoldgico relacionadas a idade, o acumulo de
mutacdes genéticas aleatdrias, a exposicao mais prolongada a agentes cancerigenos,

e as alteragdes hormonais ocorridas durante a vida (HEJMADI, 2010).

A carcinogénese, ou seja, a formacao do cancer, € um processo complexo que, em
geral, ocorre lentamente e se divide em trés estagios: iniciagdo, promogao e
progressado. Na primeira etapa, a iniciacdo, as células tem contato com o agente
carcinogénico, que provoca danos ao DNA e modificagbes em alguns genes. Na
promogao, as células alteradas estdo em contato constante com o agente cancerigeno
para que haja a transformacdao em célula maligna, o que ocorre de forma lenta e

gradual. E, por fim, o estagio de progresséo, que € caracterizado pela multiplicagéo
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desordenada das células, sendo um processo irreversivel que resulta no

aparecimento de sinais clinicos (OLIVEIRA et al., 2007).

Segundo Hanahan e Weinberg (2011) o céncer pode ser caracterizado por seis
marcadores, que definem a capacidade do crescimento do tumor e a disseminagao
metastatica, fornecendo uma base soélida para a compreensao da doencga. Esses
marcadores sdo: a sustentacdo da sinalizagdo proliferativa, que determina a
capacidade do tumor de sustentar a proliferacdo crénica; o desvio dos supressores de
tumor, que regulam negativamente a proliferagao celular, a fim de limitar o crescimento
excessivo das células; a invasao e metastase, que comega com a invasao local,
seguida de intravasamento das células cancerosas para vasos sanguineos e linfaticos
e posterior crescimento de tumores em outros tecidos e érgéos; a imortalidade
replicativa, na qual a célula é capaz de proliferar sem evidéncia de senescéncia; a
inducédo da angiogénese, ja que 0S nOVOS vasos SA0 necessarios para sustentar os
tumores em expansao; e a resisténcia a morte celular programada, que geralmente

incluem estratégias para limitar ou contornar a apoptose.

Segundo a Organizagao Mundial da Saude (OMS), o cancer é a segunda principal
causa de morte em todo o mundo com 8,8 milhdes de o6bitos anuais. Ademais,
aproximadamente 14 milhdes de novos casos sao registrados por ano globalmente e
calcula-se que o numero de casos deva aumentar em 70% nas proximas décadas.
Cancer de pulméao, prostata, colorretal, estémago e figado séo os tipos mais comuns
de cancer em homens, enquanto cancer de mama, colorretal, pulmao, colo do utero e

estdbmago sédo os mais comuns entre as mulheres (WHO, 2018).

3.1.1 Cancer de pulmao

Desde 1985, o cancer de pulméo é o mais incidente e o de maior mortalidade em todo
mundo. Além disso, cerca de 13% de todos os casos novos de cancer sdo de pulmao.
Em 2018, foram estimados 1,76 milhdes de mortes por esse tipo de cancer. No Brasil,
a estimativa para o triénio 2020-2022 é de aproximadamente 30 mil novos casos,
sendo mais prevalente em homens (WHO, 2018; INCA, 2019a).

O principal fator de risco para esse tipo de céncer é o tabagismo, seguido da
exposicao a poluicdo do ar, infecgdes pulmonares de repeticdo, doenga pulmonar

obstrutiva cronica, fatores genéticos (que predispdem a agdo carcinogénica de
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compostos inorganicos de asbesto e hidrocarbonetos policiclicos), fatores hormonais
(principalmente em mulheres) e histérico familiar (COURAUD et al., 2012; INCA,
2019a).

O cancer de pulmao pode ser classificado em dois subtipos: o carcinoma pulmonar de
células pequenas (CPCP) e carcinoma pulmonar de células ndo pequenas (CPCNP).
O primeiro corresponde a 15% dos casos e o CPCNP corresponde a 85%, sendo
dividido em trés tipos de tumores, o carcinoma de células escamosas,

adenocarcinoma e carcinoma de células grandes (CERSOSIMO, 2002).

O carcinoma de células escamosas esta fortemente relacionado ao tabagismo e é
caracterizado pelo surgimento de células escamosas nas células epiteliais dos tubos
brénquicos, no centro dos pulmdes. O adenocarcinoma, o tipo mais comum em
fumantes e nao fumantes, ocorre na periferia do pulmao, e geralmente origina-se em
pequenas células alveolares, que secretam muco e outras substancias. Comparado
aos outros tipos, apresenta melhor prognostico, ja que tende a crescer mais
lentamente. Por fim, o carcinoma de células grandes, que comecga na parte central
dos pulmbes e algumas vezes nos linfonodos e na parede toracica, sendo também
associado ao uso do tabaco (KENFIELD et al., 2008; ZAPPA; MOUSA, 2016).

Em relagdo ao tratamento, normalmente € necessaria a intervengao cirurgica, seguida
de quimioterapia, ou ainda combinada com a radioterapia. Nos casos mais avangados,
utiliza-se também alguns farmacos para o controle dos sintomas, dentre eles
paclitaxel, gemcitabina, pemetrexed, irinotecano, cisplatina e carboplatina. (KOH et
al., 2012). Entretanto, a baixa sobrevida dos pacientes com cancer de pulmao se deve,
na maioria das vezes, ao diagnostico tardio da doenga, geralmente com casos de
metastase avangados (WHO, 2014).

3.1.2 Cancer de proéstata

No Brasil, o cancer de prostata é o mais prevalente em homens (29,2 %), com excegao
ao cancer de pele ndo melanoma e, € considerado uma doencga da terceira idade, ja
que a maior parte dos casos ocorrem a partir dos 65 anos (INCA, 2019a). Segundo a
OMS, em 2018 esse tipo de cancer apresentou aproximadamente 1,28 milhdes de
casos em todo o mundo (WHO, 2018).
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A classificagao dos tipos de cancer de prostata segue o Escore de Gleason, que se
baseia em uma analise a partir do tecido obtido por cirurgia ou bidpsia. Esse sistema
determina uma graduacgado referente ao padrdo arquitetural do tumor (onde 1
corresponde ao tumor bem diferenciado e 5 a pouco diferenciado) e a soma dessas
graduacdes leva a uma pontuagao, que varia de 2 a 10, sendo ‘2’ correspondente ao

tumor menos agressivo e ‘10’ ao mais agressivo (LOBLER et al., 2012).

Dentre os fatores de risco estabelecidos para o cancer de prostata estdo a idade, o
histérico familiar e a raca/etnia (GANN, 2002) e existem evidéncias sobre o impacto
da dieta, da obesidade e do habito de fumar no desenvolvimento da doenca (RUNDLE
et al., 2013; MURPHY et al., 2013). Em relagdo ao diagndstico, as principais
ferramentas utilizadas sdo o exame retal, a concentracdo sérica de PSA (antigeno
especifico da préstata) e bidpsias guiadas por ultrassom transretal (HEIDENREICH et
al., 2008).

O PSA é uma proteina produzida por células epiteliais da prostata, que pode
apresentar-se elevada no cenario do cancer, como também em outras doencas,
incluindo hiperplasia prostatica benigna, infecgdo e infarto prostatico (NIH, 2017).
Devido a falta de especificidade desse marcador, o diagndstico do cancer pode ser
aprimorado com modelos que combinam o uso do PSA com outros biomarcadores,
tais como PCAS3 (Prostate Cancer Antigen 3) e formas moleculares do PSA (proPSA,
BPSA e iPSA) (FERRO et al., 2016). Ha ainda outros marcadores importantes como
o gene de fusdo TMPRSS2:ERG, a proteina Anexina A3 (ANXA3) e a enzima
Calicreina Glandular Prostatica (hK2) (SCHMID et al., 2014).

O tratamento do cancer de prostata depende do estagio da doenca, da idade e do
estado de saude do paciente, sendo necessaria uma avaliacdo individual de cada
caso. De forma geral, a intervengao cirurgica, a radioterapia e a terapia hormonal sao
as opgoes disponiveis, adotadas isoladamente ou em combinagao (INCA, 2019c). Nos
casos em que a doenca é classificada de baixo risco, pode-se adotar o monitoramento
ativo, que consiste na realizagao periddica de exames de PSA e toque retal. Algumas
propostas de tratamento localizado sdo a crioterapia, a braquiterapia e as ondas
ultrassbnicas, que tem por objetivo obter necrose tecidual. Ja a quimioterapia é
utilizada quando a terapia hormonal ndo é capaz de conter a doenga ou em casos
metastaticos (CASTILLEJOS-MOLINA; GABILONDO-NAVARRO, 2016).



28

3.1.3 Cancer de figado

De acordo com a OMS, o céncer de figado € uma das causas mais comuns de morte
por cancer, sendo que em 2018 foram registrados 782 mil obitos no mundo (WHO,
2018). Esse tipo de cancer pode ser classificado em primario, quando a doenga
comega no proprio 6rgao, ou em metastatico, que em geral é decorrente de tumores

malignos no intestino grosso ou no reto (INCA, 2018).

Dentre os tipos de cancer de figado primarios estdo o carcinoma hepatocelular, que é
o mais frequente, seguido pelo colangiocarcinoma, originado nos ductos biliares do
figado. Ambos estdo entre os canceres com pior prognostico, com uma sobrevida
global em torno de 15%. Ha ainda o hepatoblastoma, um tumor maligno que atinge
recém-nascidos e 0 angiossarcoma, que se origina nos vasos sanguineos hepaticos
(HARRINGTON, 2014).

Grande parte dos casos desse tipo cancer se desenvolveram em decorréncia de
doencgas hepaticas subjacentes, relacionadas principalmente a infecgbes crénicas
pelo virus da hepatite B (HBV), da hepatite C (HCV), pelo alcool ou por doenga
hepatica gordurosa. Outros fatores de risco relacionados sdo o tabagismo, a
exposicao a aflatoxinas e a produtos quimicos, habitos alimentares e algumas
condi¢cbes hereditarias, como hemocromatose e doenca de Wilson (BOSCH et al.,
2004).

Nos ultimos anos, varios alvos foram caracterizados a fim de desenvolver novos
medicamentos para tratar o cancer hepatico. Porém, grande parte desses farmacos
falharam nos ensaios clinicos de fase Ill. O Unico medicamento de primeira linha
disponivel atualmente para o tratamento do cancer primario é o sorafenibe (ZHENG
et al., 2019). O diagndstico precoce pode ser feito buscando sinais e sintomas como
massa e dor no abdémen superior, fadiga, perda de apetite, ictericia e perda de peso

sem motivo conhecido (NIH, 2019).

A remocao cirurgica ainda é o tratamento mais indicado tanto para tumores hepaticos
primarios, quanto para os metastaticos (INCA, 2018). Com o desenvolvimento de
técnicas cirurgicas minimamente invasivas, associadas aos esquemas
quimioterapicos e a modulagédo do volume tumoral, é possivel aumentar a sobrevida
de pacientes com céancer metastatico (DORR; BARTELS; MORGUK, 2020).
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3.2 Avaliagao do potencial anticancer

As terapias disponiveis atualmente para o tratamento do céancer incluem a cirurgia,
que consiste na remocéo do tumor e, portanto, € valida mais para tumores solidos; a
radioterapia, que é o tratamento com raios-X e a quimioterapia, com a utilizagao de
agentes antineoplasicos. Porém, apesar dos avangos no tratamento, os efeitos
adversos da radioterapia e da quimioterapia ainda sdo bastante significativos (ALY,
2012).

Nesse contexto, a busca por novos medicamentos anticancer se faz necessaria e a
avaliacao biolégica desses agentes inclui varias técnicas in vitro e in vivo. Como a
triagem in vivo é dispendiosa e requer um grande uso de animais e aprovagdes do
comité de ética animal, a melhor forma de rastrear potenciais agentes anticancer é
por técnicas in vitro, sendo os compostos mais promissores testados posteriormente
por métodos mais elaborados (SIDDIQUI; KHANVILKAR; JAGDALE, 2017).

Assim, em 1955, o Nacional Cancer Institute (NCI-EUA) iniciou um programa de
triagem, a fim de buscar novos compostos com potencial atividade citotoxica (DEVITA,;
CHU, 2008). Esse instituto define de maneira distinta os termos citotoxico, antitumoral
e anticancer. O termo citotoxico é referente a agentes tdxicos para células tumorais
em testes in vitro, podendo causar morte celular por diferentes mecanismos. Ja a
atividade antitumoral é determinada para ensaios in vivo em modelos animais,
enquanto o termo anticancer se refere apenas a agentes com atividade em humanos.
Assim, no programa de triagem, denominado 60 Human Tumor Cell Lines Screen
(NCI-60), sao testados varios compostos quanto as suas potenciais atividades
citotoxica e antiproliferativa, utilizando, aproximadamente, 60 diferentes tipos de
linhagens celulares de tumores humanos, que representam o cancer de pulmao, de
célon, de cérebro, de ovario, de mama, de proéstata, de rim, a leucemia e o melanoma
(SHOEMAKER, 2006).

Desde 2007, todos os compostos submetidos ao NCI-60 s&o testados inicialmente em
uma concentracdo unica, frente a todas as linhagens celulares. Apenas os que
satisfazerem os critérios pré-determinados de inibigdo de proliferagdo seguem para o
teste com cinco concentragbes de amostra. A metodologia utilizada inclui o ensaio

colorimétrico da sulforrodamina B e os parametros de concentragcao-resposta sao
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calculados a partir do Glso (inibicdo de crescimento de 50%), do TGl (inibigdo total do

crescimento) e do LCso (concentragao letal a 50%) (NCI, 2015).
3.3 Quimioterapicos antineoplasicos

A multiplicidade das causas do céancer, juntamente com as mutagbes associadas,
torna essa doencga heterogénea e de dificil tratamento. Além disso, ha uma relativa
semelhanga entre as células malignas e as células normais, o que dificulta muito a
terapia. Assim, o tratamento de escolha geralmente envolve a combinagdo de

diferentes técnicas, como a cirurgia e a quimioterapia (BRANDAO et al., 2010).

A quimioterapia, que se baseia na destruicdo das células neoplasicas, comegou a ser
usada no inicio do século XX e teve seu avango apds a Segunda Guerra Mundial.
Atualmente, existem varios esquemas quimioterapicos mais ativos, muitos dos quais
sao usados no cenario neoadjuvante, seja para reduzir o tamanho do tumor primario
e permitir melhores resultados na cirurgia, seja no tratamento de metastases (DEVITA;
CHU, 2008).

Para o tratamento de cancer, os antineoplasicos disponiveis sdo classificados de
acordo com seu mecanismo de acao. Os farmacos que possuem efeito sobre células
em processo de divisdo sdo denominados farmacos ciclo-celular especificos, dentre
eles os antimetabdlitos, os alcaloides e os hormbnios, enquanto que outros farmacos
sao capazes de induzir a morte de células que nao estejam em estado de proliferacéao
e sao chamados de farmacos ciclo-celular ndo especificos (antibiéticos, complexos de
platina, agentes alquilantes diversos) (DE ALMEIDA et al., 2005).

Em 1943 foi utilizado o primeiro medicamento anticancer, a mostarda nitrogenada,
para tratar um paciente com linfoma nao-Hodgkin e, desde entao, surgiram cerca de
200 quimioterapicos, dentre eles os citotoxicos classicos, os medicamentos de
suporte, os anti-hormonais e a terapia de alvos moleculares, que inclui as pequenas
moléculas (entidades quimicas) e os agentes biolégicos (proteinas e anticorpos)
(GONZALEZ-FIERRO; DUENAS-GONZALEZ, 2019).

Estudos recentes indicaram que, dentre os 207 farmacos aprovados para o tratamento
de céncer no periodo de 1930 a 2014, somente 17% eram de origem totalmente
sintética e que 83% deles foram desenvolvidos direta ou indiretamente a partir de
produtos naturais (NEWMAN; CRAGG, 2016).
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Exemplos importantes de anticancerigenos derivados de plantas sao os alcaloides da
Vinca, derivados da Catharanthus roseus, que era utilizada pela populagao africana
no tratamento de diabetes. Durante os testes, foi observada supressdo da medula
O0ssea dos animais tratados com o extrato, levando, posteriormente, ao isolamento da
vimblastina e da vincristina, que hoje sao utilizadas no tratamento do cancer de ovario,
na leucemia linfoblastica aguda, no linfoma de Hodgkin e no sarcoma de Kaposi
(MOUDI et al., 2013).

Outra descoberta relevante foram as substancias presentes em espécies do género
Podophyllum, usadas pela populacdo da América e da Asia no tratamento do cancer
de pele e verrugas. A partir da podofilotoxina, que € uma lignana ariltetralinica, foram
obtidos derivados como o etoposideo e o teniposideo, com significante atividade
anticancer (LIU; YANG; TIAN, 2007). Também existe a camptotecina, um alcaloide
isolado da Camptotheca acuminata, que deu origem ao irinotecan e ao topotecan, cujo
mecanismo de acgao € a inibicado da topoisomerase | (THOMAS; RAHIER; HECHT,
2004).

Uma das maiores histérias de sucesso na pesquisa de produtos naturais € a
descoberta do paclitaxel. Em 1962 a casca da Taxus brevifolia foi coletada pela
primeira vez e, através do programa de triagem do NCI, foi demonstrada a atividade
antitumoral dos extratos dessa espécie. Somente em 1971 o principio ativo foi
identificado. Entretanto, havia ainda o problema da produ¢do do medicamento, ja que
seria necessaria muita matéria-prima vegetal para se obter a quantidade minima do
composto isolado. Apds anos de intensa pesquisa e desenvolvimento, a industria
farmacéutica conseguiu realizar a semissintese do paclitaxel e disponibilizar o

medicamento para o mercado (AMARAL et al., 2019).

Em relacdo aos compostos derivados de outras fontes naturais pode-se citar a
citarabina, a trabectedina e a brostostina como provenientes de organismos marinhos
e a actinomicina D, a mitomicina C, a bleomicina e a doxorrubicina, que sao
provenientes de fontes microbianas. Além disso, ja existem novas geracdes de
taxanos, antraciclinas, alcaloides da Vinca e camptotecinas. Todos esses farmacos
apresentam uma variedade de mecanismos de agao, como por exemplo alquilagdo do
DNA, interacdo com os microtubulos, inibicdo das topoisomerases e interferéncia na

transducéao de sinal do tumor (NOBILI et al., 2009). As estruturas quimicas de alguns
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compostos derivados de produtos naturais e que, atualmente, sdo comercializados

como medicamentos antineoplasicos, estao representadas na Figura 1.

Figura 1: Estruturas quimicas de compostos derivados de produtos naturais,

comercializados como medicamentos antineoplasicos

Vimblastina

Etoposideo Topotecan Paclitaxel

HO

OH

Citarabina Doxorrubicina Mitomicina C

Fonte: (PubChem) / (FDA, 2020)
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3.4 Género Baccharis

O género Baccharis (Asteraceae) é constituido por cerca de 500 espécies, distribuidas
principalmente no Brasil, Argentina, Colédmbia, Chile e México, ocupando as regides
mais elevadas. A familia Asteraceae € um grupo bastante numeroso dentro das
Angiospermas, compreendendo cerca de 1.100 géneros e 25.000 espécies (VERDI et
al., 2005). A origem do nome Baccharis (Bakkharis) vem do grego, antiga
denominagédo para algumas plantas arbustivas, e chegou a ser empregado para
designar espécimes diferentes das que hoje em dia recebem esse nome (BUDEL et
al., 2005).

Atualmente existem aproximadamente 167 espécies do género Baccharis no Brasil,
pertencentes a quatro subgéneros. Ha ocorréncia registrada em todos os biomas
brasileiros, com a maioria das espécies encontradas no sul, sudeste e centro-oeste,
apresentando consideravel relevancia na medicina popular, além de aspectos
econdmicos e ambientais (CAMPOS et al., 2016).

Tradicionalmente, espécies de Baccharis sao consumidas principalmente na forma de
infusdes com indicagbes para tratar enfermidades do estdbmago e figado, anemias,
inflamacodes, diabetes, feridas e Ulceras, febre, infecgcdes bacterianas e fungicas,
sendo também descritas como eficazes para o processo de desintoxicagdo do
organismo (VERDI et al., 2005; ABAD; BERMEJO, 2007).

Exemplos disso é o uso popular de Baccharis articulata (carquejilla) e Baccharis crispa
(carqueja) como diuréticas e digestivas; Bacchatris illinita (cha-ventura, erva milagrosa)
por suas atividades anti-inflamatdrias, cicatrizantes e anti-infecciosas, bem como por
sua acao protetora contra ulceras estomacais e o uso de Baccharis trinervis (chilca)
no tratamento de febre alta, edemas, feridas e caibras musculares (ABAD; BERMEJO,
2007). Baccharis genistelloides € também muito utilizada no Brasil para tratar uma
variedade de doencgas, tais como desordens digestivas e do figado, malaria, ulceras,
diabetes, anemia, diarreia, inflamagdes urinarias, amigdalite e verminoses, entre
outras (MELO et al., 2001).

A fitoquimica do género Baccharis tem sido extensivamente estudada desde o inicio
do século XX e, atualmente, mais de 150 substancias ja foram isoladas e tiveram suas
estruturas elucidadas. Embora o género compreenda uma grande quantidade de
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espécies, apenas cerca de 120 foram estudadas quimicamente. Os compostos mais

frequentes séo os flavonoides e os terpendides (KARAM et al., 2013).

Cerca de 30 espécies de Baccharis tiveram suas atividades biologicas estudadas,
destacando-se os efeitos alelopatico, antimicrobiano, citotoxico, anti-inflamatdrio,
antifungico, antioxidante, antiviral, gastroprotetor e hepatoprotetor. Entre as espécies
mais pesquisadas quanto a composigao quimica e atividades biologicas destacam-se
B. megapotamica, B. incarum, B. trimera, B. trinervis, B. salicifolia, B. crispa, B.
coridifolia, B. dracunculifolia, B. grisebachii e B. tricuneata (VERDI et al., 2005; ABAD
e BERMEJO, 2007; CAMPOS et al., 2016).

Baccharis dracunculifolia, comumente conhecida como alecrim-do-campo e vassoura,
€ utilizada na medicina popular para o tratamento de inflamacéo, disturbios hepaticos
e Ulceras estomacais (FIGUEIREDO-RINHEL et al., 2013). Estudos fitoquimicos
realizados com essa espécie demonstraram a presenga de varios constituintes,
incluindo acido cafeico (1), acido felurico (2), acido p-cumarico (3), bacarina (4) e
artepelina C (5) (LEMOS et al.,, 2007). No Brasil em particular, as abelhas (Apis
mellifera) utilizam néctares florais de B. dracunculifolia para produzir propolis verde,
cujos beneficios saudaveis, incluindo o efeito hepatoprotetor, sdo bem descritos na
literatura (SEO et al., 2003; BUFALO et al., 2009; VEIGA et al., 2017).

Guimaraes et al. (2012) relataram que B. dracunculifolia exibiu potente atividade
antioxidante em ratos, capaz de proteger as mitocéndrias do figado contra o dano
oxidativo e tal agcao contribui, provavelmente, para os efeitos antioxidante e
hepatoprotetor da prépolis verde. Além disso, o extrato diclorometanico das folhas
dessa mesma espécie apresentou atividade antifungica e antibacteriana,
principalmente contra Candida krusei e Cryptococcus neoformans, com valores de
Clso de 65 ug/mL e 40 pg/mL, respectivamente (FILHO et al., 2008), bem como
atividade in vitro contra Leishmania donovani, com Clso de 45 pg/mL (FILHO et al.,
2009). Costa et al. (2019) descreveram a atividade cicatricial do extrato hidroetandlico
das partes aéreas de B. dracunculifolia em modelo de ulcera induzida por acido

acético, demonstrando a regeneracgao significativa do tecido lesado.
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B. trimera esta amplamente difundida na América do Sul e é também conhecida como
carqueja. Decocgdes ou infusdes medicinais preparadas com esta planta sdo usadas
na medicina popular para tratar doencgas do figado, reumatismo, diabetes, assim como
disturbios digestivos e renais (JANUARIO et al., 2004). Dentre os compostos ja
isolados dessa espécie estao alguns flavonoides (ex.: quercetina (6), luteolina (7),
apigenina (8)), acidos fendlicos (ex.: acido galico (9), acido cafeico (1), acido
clorogénico (10)) e monoterpenos, como o acetato de carquejila (11), descrito como
marcador da espécie (RABELO; COSTA, 2018).

Gené et al. (1996) sugeriram que B. trimera apresenta fortes propriedades anti-
inflamatadrias e analgésicas que parecem ser devidas, pelo menos em parte, a inibigao
da biossintese das prostaglandinas, enquanto (DE OLIVEIRA et al., 2012) avaliaram
as atividades antioxidante e anti-inflamatdria de seis extratos (diclorometano, acetato
de etila, butanol, aquoso, enriquecido em saponinas e fendlicos) das partes aéreas de
B. trimera, verificando que o extrato fendlico apresentou o maior potencial antioxidante
em relagcdo aos demais extratos. Além disso, foi demonstrada a atividade
gastroprotetora e curativa do extrato hidroetandlico, também das partes aéreas dessa
mesma espécie, em modelos animais (LIVERO et al., 2016), bem como o efeito

cardioprotetor, ja que o extrato etandlico foi capaz de reverter as alteracdes
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histopatoldgicas cardiacas e renais, e também reduzir a frequéncia cardiaca e a

pressao arterial nos modelos experimentais utilizados (SOUZA et al., 2019).

(6) (7) 8)
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Extratos em hexano e diclorometano das partes aéreas de Baccharis grisebachii
mostraram-se eficazes contra as espécies de fungos Trichophyton rubrum e
Cryptococcus neoformans, além de exibir atividade contra Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA), com Concentragdo Inibitéria Minima (MIC) de 125
Mg/mL (extrato em hexano) e 250 ug/mL (extrato em diclorometano) (FERESIN et al.,
2001). Dentre os compostos ja isolados de B. grisebachii estao alguns derivados do
acido p-cumarico (3) (ex.: drupanina (12) e plicatina B (13)) e alguns flavonoides (ex.:
nevadensina (14) e gardenina B (15)) (FERESIN et al., 2003).

Compostos isolados de Baccharis pedunculata, incluindo os flavonoides
pectolinaringenina (16) e penduletina (17), foram testados para atividade antifungica,
sendo eficazes contra alguns fungos patogénicos e fitopatogénicos humanos
(RAHALISON et al., 1995). O extrato etandlico de partes aéreas de Baccharis conferta
e de alguns compostos isolados, entre eles os flavonoides apigenina-4,7-dimetil éter
(18), naringenina-4,7-dimetil éter (19), pectolinaringenina (16) e cirsimaritina (20),

apresentaram importante atividade antiespasméddica (WEIMANN et al., 2002).
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Passero et al. (2011) mostraram a atividade inibitéria de alguns compostos (acido
cafeico (1), pectolinaringenina (16) e uma fragdo composta por acido oleandlico (21)
e acido ursdlico (22)) isolados do extrato etandlico de Baccharis uncinella, contra as
formas amastigota e promastigota de Leishmania amazonensis e Leishmania
braziliensis. Ademais, trés diterpenos (acido ent-15B-senecioil-oxi-kaur-16-en-19-6ico
(23), acidos ent-kaur-16-en-19-6ico (24) e ent-16-oxo-17-nor-cauran-19-6ico (25))
isolados das partes aéreas de Baccharis retusa, foram eficazes contra as formas

tripomastigotas de Trypanosoma cruzi (UENO et al., 2018).

O dleo essencial, extraido das partes aéreas de B. salicifolia, demonstrou atividade
aleloquimica em besouros adultos da espécie Tribolium castaneum, evidenciando um
papel importante no controle de pragas. Os terpenos isolados do 6leo que produziram
maior atividade toxica foram o B-pineno (26), a pulegona (27) e o a-terpineol (28)
(GARCIA et al., 2005). A toxicidade do éleo essencial das folhas de quatro espécies
de Baccharis (B. articulata, B. ochracea, B. psiadioides e B. trimera) foi testada contra
o Alternaria alternata, um patdogeno que causa doengas em plantas. Os 6leos
essenciais de B. ochracea e B. trimera apresentaram inibicdo do crescimento do fungo
e foram capazes de controlar o cancer de tronco (em tomates) causado por esse
patdogeno (TOMAZONI et al., 2019).

OH OCHg

HO HO
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3.4.1 Atividade citotoxica de espécies do género Baccharis

Alguns compostos isolados das partes aéreas de B. gaudichaudiana, como o
gaudichaudol C (29), a gaudichaudona (30) e o acetato de articulina (31),
apresentaram atividade citotoxica significativa frente a células de leucemia linfocitica
murina (P388) e de fibrosarcoma (HT-1080) (FULLAS et al., 1994). Ja a B. coridifolia
apresentou atividade antioxidante e citotoxica in vitro contra células de carcinoma
humano da nasofaringe (KB) (MONGELLI et al., 1997).

A baccharina (32) e o baccharinol (33), isolados dos caules e folhas de B.
megapotamica, apresentaram potente atividade citotoxica in vitro, frente a células de
carcinoma de nasofaringe (KB), e in vivo, em modelo murino de leucemia (P388)
(KUPCHAN et al., 1977b). Outros tricotecenos macrociclicos foram encontrados em
inflorescéncias e sementes de B. coridifolia, que também apresentaram toxicidade em
camundongos, com sintomas de sedacgado, colicas abdominais e convulsdes
(HABERMEHL et al., 1985) e em B. artemisioides, que se mostrou toxica frente a

modelos de Artemia salina e sementes de Lepidium sativum (RI1ZZO et al., 1997).

Fukuda et al. (2006) relataram atividade citotdéxica de alguns constituintes volateis de
folhas de B. dracunculifolia frente a células leucémicas (L1210), tais como: timol (34)
(Clso = 33.3 uM), carvacrol (35) (Clso = 66.6 pM), p-metoxitimol (36) (Clso = 27.7 uM) e
p-cimeno-2,3-diol (37) (Clso = 45,1 yM). De Oliveira et al. (2013) investigaram as
propriedades antiproliferativas dos compostos fendlicos e dos terpendides, obtidos de
extratos (diclorometéanico, acetato de etila e butandlico) das partes aéreas de B.
trimera, em células de carcinoma cervical humano (SiHa), e verificaram que ambos os
compostos (fendis e terpenos) inibiram a proliferagcdo das células, além de promover
um aumento significativo nos niveis de lactato desidrogenase no meio de cultura,
indicando perda da integridade da membrana celular. Em relagdo a elucidagao dos
mecanismos de morte celular, verificou-se que os compostos fendlicos causaram a

morte por necrose, enquanto os terpenos induziram a apoptose.

Um estudo feito por Jaramillo-Garcia et al. (2018) avaliou os efeitos citotoxicos,
genotdxicos e mutagénicos dos extratos aquosos de folhas de B. trinervis do Brasil e
da Coldbmbia, em células de ovario de hamster chinés (CHO). Os resultados
demonstraram efeitos citotoxicos, do tipo concentragdo-dependente, em células CHO,

por meio dos ensaios de sobrevivéncia clonal e do MTT (ensaio de reducédo do
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brometo de [3 (4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 difenil tetrazélio]) em concentragbes maiores
que 0,05 mg/mL. Os efeitos genotdxicos também foram evidenciados nos extratos, e
sugeriu-se que os flavonoides, fenilpropanoides, cumarinas e diterpenos pudessem

ser 0s responsaveis pelos efeitos observados.

A atividade citotoxica do 6leo essencial de cladddios de B. milleflora foi avaliada em
linhagens de células Jurkat (células de leucemia T), HL-60 (células de leucemia
promielocitica) e Raji (células linfoblastoides derivadas de um linfoma de Burkitt),
obtendo-se valores de Clso inferiores a 50 pg/mL, por meio do ensaio de MTT.
Ademais, a alteragao no ciclo celular foi demonstrada devido a inibicao da proliferagcéo
dos trés tipos de células utilizadas. Em geral, o 6leo essencial promoveu o acumulo
das células na fase G0/G1 e também induziu a fragmentag&o nuclear, além de induzir

morte celular através de mecanismos necroticos e apoptoticos (PEREIRA et al., 2017).

Ao analisar a atividade antiproliferativa dos flavonoides isolados do extrato aceténico
(partes aéreas) de B. scandens, frente as linhagens de células leucémicas humanas,
Cabrera et al. (2016) comprovaram que a gardenina B (15) era o composto com maior
atividade citotoxica frente as linhagens HL-60 (células de leucemia promielocitica
humana) e U-937 (células derivadas de linfoma), apresentando valores de Clso entre
1,6 e 3,0 uM. Além disso, efeitos na viabilidade celular foram acompanhados pela
inducao de morte por apoptose, evidenciado pela fragmentacdo do DNA, e formagao
de corpos apoptéticos. A morte celular induzida pela gardenina B (15) foi associada a
inducgao significativa das atividades e clivagens das enzimas caspases, assim como a
geracao de espécies reativas de oxigénio dependentes da concentragdo. Em
conclusao, a morte celular induzida pelo composto estava associada a ativagao das

vias apoptoticas extrinseca e intrinseca da apoptose.

Ao avaliar a potencial atividade citotoxica do extrato metandlico das folhas de B.
obtusifolia, em linhagens celulares de cancer de colon (RKO) e astrocitoma (D-384),
observou-se uma alta porcentagem de inibicao (89,2% e 60,6%, respectivamente) das
células tumorais (ROMERO-BENAVIDES et al., 2018). De Oliveira et al. (2014)
compararam a atividade antiproliferativa dos extratos etandlicos de prépolis verde e
das folhas de B. dracunculifolia, além dos dois principais compostos dessa espécie, a
bacarina (4) e a artepelina C (5), frente a diferentes linhagens tumorais, demonstrando
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que as substancias isoladas foram mais citotoxicas, para os modelos utilizados, do

que os extratos.

(29) (30) (31)

OH

(34) (35) (36) (37)
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Equipamentos

e Balanca analitica Metler, modelo AB 204

e Balanca analitica Sartorius, modelo BP 211D

e Balanga semi-analitica Nucleo, modelo PR 1000

e Banho de ultrassom Unique, modelo USC 1400

e Bombas de vacuo Fabbe (modelo 0320) e Edwards (modelo C 560786)

e Bomba peristaltica de bancada Watson Marlow, modelo 120S

e Capela de fluxo laminar vertical Veco, modelo BioProtector 09

e Centrifuga Hermle Z323K

e Chapa agitadora

e Coluna para UPLC Waters Acquity UPLC® BEH HILIC (150 x 2,1 mm, 1,7 ym)

e Coluna para HPLC-RF preparativo Agilient Prep-C18 (21,2 x 250 mm, 10 um)

e Destilador de agua Fabbe, modelo A 95

e Espectrémetro de ressonancia magnética nuclear Bruker Avance DRX — 400
MHz

o Estufa de CO2 Forma Scientific, modelo 3158

e Estufa de cultura Fanem, modelo 502 A

e Estufa de secagem com renovagéao de ar, Fanem

e Evaporador rotatério Buchi, modelo B-480

e Leitor de microplacas Tecan, modelo Infinite M200, com software i-control
para processamento de dados

¢ Liofilizador de bancada Liotop, modelo L101

¢ Microcentrifuga Cientec, modelo CT-14000

e Micropipetas HTL, vol. ajustavel de 10 - 100 pyL e 100 - 1000 L

e Microscopio Olympus, modelo CKX41

e Phmetro Metrohm, modelo 827 pH lab

e Pré-coluna Waters Acquity UPLC® BEH HILIC (5 x 2,1 mm, 1,7 um).

e Pipetador automatico Drummond, modelo Pipet Aid XP

e Purificador de agua Milli-Q Plus

e Sistema de UPLC-MS/MS ACQUITY Ultra Performance LC™, Waters,
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composto por detector de arranjos de diodo (DAD) modelo PDA 2996 e
detector de espectrometria de massas ACQUITY TQ (Water), equipado com
fonte de ionizagao por spray de elétrons Z-spray (ESI) e software Mass Lynx™
(verséo 4.1, Waters)

Soprador térmico serigrafico Steinel, modelo HL-500

Ultra centrifuga Hermle, modelo Z 323 K

Ultrafreezer Liotop®, modelo UFR80

Vortex Mixer, Vixar

4.2 Solventes e reagentes

Acidos grau P.A.: acido formico e acido cloridrico, Merck

Acidos grau HPLC: acido férmico e acido fosférico, Merck
Bicarbonato de sodio P.A., LS Chemicals

Dimetilsulféxido, Sigma-Aldrich

Dimetilsulfoxido-d6, Sigma-Aldrich

Meio de cultura RPMI-1640, R4130, Sigma

Meio de cultura MEM (Minimal Essential Medium), Gibco

Meio de cultura DMEM (Dulbeccos’s Modified Eagle Medium), Gibco
Pastilhas de tampéao fosfato salino, Sigma

Silica gel 60 G, Merck

Silica gel 60, 230-400 mesh, Merck

Silica gel 60, 70-230 mesh, Merck

Solventes grau HPLC acetonitrila e metanol, Tedia

Solventes grau padrao analitico (P.A.): acetona, metanol e alcool etilico,
Quimex; alcool etilico 95%, Fmaia, tolueno, Merck

Soro fetal bovino estéril, Gibco, Invitrogen

Tubo de plastico tipo safe-lock de 2 mL, MDI

Unidade filtrante PTFE 0,22 e 0,45 pm, Corning

4.3 Vidrarias e materiais diversos

Borrifador de vidro

Camara de Neubauer, Labor Optik
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Capilar para aplicacdo em CCD

Cromatoplacas de vidro de 10 x10 cm

Cubas cromatograficas de vidro Pirex

Frascos para cultura celular com tampa com filtro, ndo tratados, de 25 cm? e
75 cm?, Corning

Kit de coloracao de laminas pandtico

Microplaca de 96 pocos para cultivo celular, CellStar 655180, Greiner-Bio-One
Microplaca de 96 pogos para imunoensaio, Nunc F, MaxiSorp, Invitrogen
Microtubo plastico de 2 mL e 1,5 mL do tipo safe-lock, Axygen

Pipetas soroldgicas descartaveis, estéreis, de 5 mL e 10 mL, Sarstedt
Ponteiras plasticas, Corning

Seringas e agulhas de diferentes dimensdes

Sistema de filtragao esterilizante, descartavel, membrana de 0,22 ym,
capacidade para 500 mL e 1000 mL, Corning

Tubos plasticos do tipo Falcon com volumes de 15 e 50 mL, TPP

Tubo de plastico tipo safe-lock de 2 mL, MDI

Vials de vidro com tampa e septos de teflon para uso no injetor automatico de
sistema de HPLC e UPLC-MS

4.4 Reveladores para Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Reagente anisaldeido - acido sulfarico (WAGNER; BLADT, 1996):
Misturaram-se 0,5 mL de anisaldeido, 10,0 mL de acido acético glacial, 85,0
mL de metanol e 5,0 mL de acido sulfurico concentrado, sob resfriamento,

nesta ordem.

4.5 Material Vegetal

O material vegetal foi coletado na Serra da Calgada (MG) e no Parque Nacional do

Caparad (MG/ES), pela equipe do Prof. Dr. Geraldo Wilson Fernandes, Laboratorio

de Ecologia Evolutiva - Departamento de Biologia Geral, Instituto de Ciéncias

Bioldgicas (ICB). Foi feito o cadastro do projeto “Servigos Ecossistémicos providos por

espécies nativas da Mata Atlantica” no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio

Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen ASBF5D0).


http://labs.icb.ufmg.br/leeb/
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A identificagao das espécies foi feita pelo taxonomista Gustavo Heiden e as exsicatas

estdo depositadas no Herbario ECT (Herbario da Embrapa Clima Temperado,

Pelotas). Os numeros das exsicatas correspondentes a cada espécie coletada estao

representados na Tabela 1.

Tabela 1: Espécies de Baccharis coletadas e os respectivos numeros das exsicatas

Codigo Identificagdo Botanica Exsicata
Serra da Calgada (MG)
B. sp1 Bacharis brevifolia DC. ECT 6259
B. sp2 Bacharis myriocephala DC. ECT 6257
B. sp3 Bacharis reticularia DC. ECT 6258
B. sp4 Bacharis reticularia DC. ECT 6262
B. sp5 Bacharis retusa DC. ECT 6260
Parque Nacional do Caparaé (MG/ES)
B. sp1 Bacharis altimontana G.Heiden et al. ECT 5981
B. sp2 Baccharis calvescens DC. ECT 5549
B. sp3 Baccharis calvescens DC. ECT 5977
B. sp4 Baccharis hemiptera G.Heiden et al. ECT 5982
B. sp5 Baccharis imbricata Malag. ECT 5912
B. sp6 Bachharis magnifica G.Heiden, Leoni & J.N.Nakaj. ECT 5983
B. sp7 Bacharis megapotamica Spreng. ECT 5986
B. sp8 Baccharis opuntioides Mart. ex Baker ECT 5972
B. sp9 Bacharis opuntioides Mart. ex Baker ECT 5987
B. sp10 Baccharis parvidentata Malag. ECT 5542
B. sp11 Baccharis parvidentata Malag. ECT 5916
B. sp12 Baccharis parvidentata Malag. ECT 5984
B. sp13 Baccharis platypoda DC. ECT 5971
B. sp14 Baccharis platypoda DC. ECT 5974

As amostras botanicas foram secas em estufa com circulacdo forcada de ar, a

temperatura maxima de 40 °C. Em seguida, o material foi separado em folhas e

caules, quando possivel, e posteriormente pulverizado em moinho de facas. As drogas

vegetais pulverizadas foram armazenadas em sala com temperatura controlada.
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4.6 Preparo dos extratos vegetais

Os materiais vegetais pulverizados de Baccharis ssp. foram submetidos a maceragéao
com etanol 96° GL. Assim, 7g de droga vegetal foram submetidos a extragcdo com
etanol (3x21mL) por 15 minutos em ultrassom. O etanol foi eliminado em fluxo de ar,
a temperatura ambiente, por 72 horas, em seguida o extrato foi liofilizado e
armazenado em sala com temperatura controlada (25° C). O rendimento extrativo

calculado de cada amostra esta representado na Tabela 2.

Tabela 2: Rendimento extrativo da maceragdo do material vegetal coletado

Codigo Espécie Parte da Droga Extrato Rendimento Numero do

planta vegetal (g) (9) (%) extrato
Serra da Calgada (MG)

Folhas 7,003 0,991 14,1

B. sp1 B. brevifolia Caules 7,005 0,432 6.2 2
Partes

B. sp2 B. myriocephala aéreas 7,009 0,544 7,8 3
Folhas 7,016 1,403 19,9 4

B. sp3 B. reticularia Caules 7,006 0,353 5.0 5
Folhas 7,006 1,171 16,9 6

B. sp4 B. reticularia Caules 7,000 0315 45 7
Folhas 7.011 1,263 18,0 8

B. spS B. retusa Caules 7,008 0,297 4,2 9

Parque Nacional do Caparadé (MG/ES)

Partes

B. sp1 B. altimontana aéreas 7,039 1,080 15,3 10
Folhas 7,007 0,757 10,8 11

B.sp2  Bcalvescens ¢ s 7,000 0,447 6,4 12
Folhas 7,048 0,681 9,7 13

B.sp3 B calvescens ¢ s 7,046 0,305 43 14
Partes

B. sp4 B. hemiptera aéreas 7,027 0,561 7,9 15
Folhas 7,028 1,577 22,4 16

B.spS  B.imbricata ¢ e 7,004 0,394 5,6 17
Folhas 7,039 0,642 9,1 18

B. sp6 B. magnifica Caules 7,008 0,652 9.3 19
Folhas 7,048 0,479 6,8 20

B. sp7 B.

megapotamica Caules 7,028 0,211 2,9 21
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Partes
B. sp8 B. opuntioides aéreas 7,01 0,775 11,0 22
Partes
B. sp9 B. opuntioides aéreas 7,001 0,957 13,7 23
Folhas 7,02 0,494 7.0 24
B.sp10 B parvidentata o 7,022 0,256 3,6 25
Folhas 7,027 0,633 9,0 26
B.sp11 B parvidentata o 7,024 0,343 49 27
Folhas 7,013 0,695 9,9 28
B.sp12 B parvidentata o oo 7,024 0,440 6,3 29
Folhas 7,021 1,373 19,6 30
B.sp13  Bplatypoda Caules 7,029 0,780 111 31
Folhas 7,004 1,598 22,8 32
B.sp14  B.platypoda o e 7,035 0,783 11,1 33

As espécies de Baccharis cujos extratos apresentaram potencial atividade no ensaio
in vitro de citotoxicidade foram selecionadas e submetidas a uma percolagéao
exaustiva com etanol 96°GL. O solvente foi eliminado em evaporador rotatério, sob
pressao reduzida, a temperatura maxima de 45°C. Posteriormente, o extrato foi
liofilizado e armazenado em dessecador. O rendimento extrativo calculado de cada

amostra esta representado na Tabela 3.

Tabela 3: Rendimento extrativo da percolagédo das espécies de Baccharis selecionadas

. Parte da . .
Espécie Droga vegetal (g) Extrato Etanélico (g) Rendimento (%)

planta

Parque Nacional do Caparaé (MG/ES)

B. imbricata Folhas 100,008 39,200 39,2

B. megapotamica Folhas 100,107 20,740 20,7

4.7 Fracionamento dos extratos obtidos por percolagao

Uma porgéao (2g) de cada extrato obtido por percolagéo exaustiva foi solubilizada em
100 mL de solugdo metanol/agua (3:7) e submetida a particado sequencial com 3 x 50

mL de n-hexano, diclorometano e acetato de etila (Figura 2).
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Figura 2: Fluxograma do fracionamento dos extratos etandlicos por particdo sequencial entre

solventes imisciveis

Extrato Etandlico
(29)

100 mL MeOH:agua (3:7)

Solugao
MeOH:agua

3 x 50 mL Hexano

Fracdo Hexanica Solucéao

(Fr. Hex) MeOH:agua

3 x 50 mL Diclorometano

Solugéao Fracao Diclorometanica

MeOH:agua (Fr. Dcm)

3 x 50 mL Acetato de Etila

Fracao Acetato de Etila Fracdo Hidrometandlica

(Fr. Act) (Fr. MeOH/4agua)

Apos a remogao dos solventes em evaporador rotatorio, a temperatura maxima de
45°C, foram obtidas as fragdes hexanica (Fr. Hex), diclorometanica (Fr. Dcm), acetato
de etila (Fr. Act) e hidrometandlica (Fr. MeOH/agua). As fragbes foram liofilizadas e o

rendimento de cada uma foi calculado (Tabela 4).
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Tabela 4: Rendimento das fragdes obtidas por particdo entre solventes imisciveis

Extrato Etandlico (g) Fragao Massa (g) Rendimento (%)

B. imbricata

Fr. Hex 0,180 8,7
Fr. Dcm 0,539 25,9
2,074
Fr. Act 0,128 6,2
Fr. MeOH/agua 0,867 41,8
B. megapotamica
Fr. Hex 0,158 7,6
Fr. Dcm 0,109 52
2,077
Fr. Act 0,286 13,8
Fr. MeOH/agua 1,391 66,9

Posteriormente, o0 mesmo procedimento foi realizado em maior escala com o extrato
de B. imbricata, visando a obtencdo de uma maior quantidade da fragao

diclorometanica (Fr. Dcm). As fragdes foram liofilizadas e os rendimentos foram

calculados (Tabela 5).

Tabela 5: Rendimento das fragdes obtidas do extrato de B. imbricata

Extrato Etandlico (g) Fracao Massa (g) Rendimento (%)
Fr. Hex 0,920 3,8
24,070 Fr. Dcm 10,558 43,9
Fr. MeOH/agua 11,524 47,9

Um refracionamento da fragao diclorometéanica (Fr. Dcm), derivada do extrato de B.
imbricata, foi feito sob condi¢des basicas (Figura 3). A parte inicial desse
procedimento foi realizada em tubos do tipo falcon (50 mL), sendo o volume inicial
dividido em dois tubos. Cada extragdo com a solugdo basica (NaOH 5% p/v) era

seguida de centrifugagao (velocidade de rotagéo: 2.000 rpm // tempo: 3 minutos //
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temperatura: 25°C). Foram obtidas duas novas fragdes, denominadas DCM 1 e a DCM

2. Os rendimentos foram calculados e estao representados na Tabela 6.

Figura 3: Fluxograma do refracionamento da Fr. Dcm, derivada do extrato de B. imbricata

Fr. Dcm
(19)

50 mL Diclorometano

Fr. Dcm em

~ [ 25 mL em cada falcon J
solugao

5 x 25 mL NaOH (5% p/v) [ 12,5 mL em cada falcon ]

[ Fr. Diclorometanica ] [ Fase aquosa ]
H,O (lavagem) HCI (até pH ~3)
[ DCM 1 ] [ Fase aquosa acida ]

6 x 25 mL Diclorometano [Funil de separagdo J

[ DCM 2 [ Fracdo aquosa acida ]

Tabela 6: Rendimento das fragdes DCM 1 e DCM 2, obtidas do refracionamento da Fr. Dcm

Fr. Dcm (g) Fracao Massa (g) Rendimento (%)

DCM 1 6,387 65,8
9,704
DCM 2 1,098 11,3
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4.8 Analise por UPLC-ESI-MS/MS

Amostras de 2 mg dos extratos etandlicos e das fragdes obtidas foram solubilizadas
em ACN grau HPLC, com auxilio de ultrassom por 10 minutos. As amostras foram
centrifugadas por 10 minutos, a 10.000 rpm, os sobrenadantes foram filtrados

em membrana de PVDF (0,22 um) e transferidos para vials previamente identificados.

Para a obtengao dos perfis cromatograficos 4 pL das solugées obtidas foram injetadas
em um sistema de cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC) (Waters), com
detector de arranjo de diodos (DAD), acoplada a espectrometro de massas com
ionizagao por electrospray e analisador quadrupolo. Para tal, foi utilizada uma coluna
de fase reversa (Acquity UPLC® BEH HILIC; 150 x 2,1 mm, 1,7 ym, Waters), em
combinag&do com uma pré-coluna (UPLC® BEH HILIC; 5 x 2,1 mm, 1,7 um, Waters)
com eluicdo em gradiente de ACN:H20 suplementados com 0,1% v/v de acido formico
(Tabela 7), em um fluxo de 0,300 mL/min e detecgao no ultravioleta (UV) no intervalo
de 205 a 500 nm.

Em relacdo ao espectro de massas, as analises foram realizadas em modo
exploratorio (Scan) e os ions monitorados no modo de ionizagao positivo e negativo,
separadamente, sendo o intervalo de relagdo massa/carga (m/z) de 20 a 1974 Da. Os
parametros utilizados na analise em espectrometria de massas estao representados
na Tabela 8. Além disso, os extratos obtidos por percolagdo e suas respectivas
fragbes foram também analisados em modo sequencial ou tandem (MS/MS) e os
espectros de ESI-MS/MS foram registrados com energia de colisdo com rampa de 15
até 70 eV na faixa de m/z 100 a 2000 Da.

Tabela 7: Gradiente de eluigdo empregado nas analises por UPLC-ESI-MS/MS

Tempo % A % B
0 95 5
10 5 95
15 5 95
16 95 5
18 95 5

A: agua; B: acetonitrila
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Tabela 8: Condigbes definidas para a analise de extratos e fragdes dos materiais vegetais

Condigdes de deteccdo no modo ESI +/-

Capilaridade (kV) 3,5

Cone (V) 30

Extrator (V) 3
RF Lens (V) 0,10
Temperatura de dessolvatagao (°C) 350
Temperatura na fonte (°C) 120
Gas de dessolvatagao (L/h) 550
Cone (L/h) 60

4.9 Analise por Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

No perfil cromatografico obtido por CCD de silica gel, 30 pyL das solugbes de 5 mg/mL
do extrato e das fragbes de B. imbricata foram aplicadas com capilar em cromatoplaca
de vidro 10 X 10 cm, com fase estacionaria de silica gel 60 com indicador de
fluorescéncia. A eluicao foi feita com tolueno/acetona (8:2) e para revelagao utilizou-

se anisaldeido sulfurico, seguido de aquecimento com o auxilio de soprador térmico.
4.10 Refracionamento da fragao DCM 2 em escala preparativa

A fracdo DCM 2, obtida pelo refracionamento de Fr. Dcm de B. imbricata, foi
refracionada por HPLC-FR em escala preparativa (Waters 1525 Binary HPLC Pump/
Waters 2489 UV-Visible Detector/ Waters 2707 Autosampler). Foi utilizada uma coluna
de fase reversa (Agilient Prep-C18; 21,2 x 250 mm, 10 ym) e por¢des da amostra
foram injetadas no sistema de HPLC na concentracdo de 30 mg/mL em ACN. Para a
solubilizagdo, a amostra foi mantida em banho de ultrassom por 10 minutos e
transferida para um vial adequadamente identificado e uma por¢cao de 800 uL foi
injetada no cromatografo. O fluxo de eluicédo foi de 14 mL/min e a deteccdo foi
realizada em 254 e 350 nm. O eluente utilizado foi agua (A) e acetonitrila (B),
empregando-se o gradiente descrito na Tabela 9. A coleta das fragdes foi baseada
nos picos detectados no cromatograma correspondentes a cada uma das substancias.
Foram realizados doze fracionamentos por HPLC preparativa com por¢des da fracao

DCM 2, totalizando 361,2 mg de massa injetada.
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Tabela 9: Gradiente de eluicdo empregado na analise de HPLC-RF em escala preparativa

Tempo % A % B
0 95 5
20 50 50
32 50 50
37 5 95
39 5 95
40 95 5
50 95 5

A: agua; B: acetonitrila
4.11 Elucidagao estrutural das substancias isoladas

Os espectros de RMN unidimensionais ('H) e os mapas de
contorno bidimensionais (HSQC, HMBC e NOESY) foram obtidos em espectrdmetro
Bruker Avance DRX400, do Laboratorio de Analises em Ressonancia Magnética
Nuclear de Alta Resolugdo (LAREMAR) do Departamento de Quimica-UFMG, pelo
Prof. José Dias de Sousa Filho. Como padrao interno utilizou-se o tetrametilsilano
(TMS) e as amostras foram solubilizadas em dimetilsuféxido hexadeuterado (DMSO-
d6). Os deslocamentos quimicos () foram expressos em ppm, e as constantes de

acoplamento (J) em Hz.

4.12 Ensaios biolégicos in vitro

4.12.1 Cultivo celular

Foram utilizadas as seguintes linhagens tumorais humanas: A549 (adenocarcinoma
de pulméo) e HepG2 (carcinoma hepatocelular) adquiridas do ATCC® (American Type
Culture Collection), e DU145 (adenocarcinoma de préstata insensivel a terapia
antiandrogénica), adquirida do DSMZ® (German Collection of Microorganisms and Cell
Cultures). Além disso, foram empregados fibroblastos humanos nao-tumorais
oriundos de cultura primaria de tecido gengival humano, cedidos gentilmente pela
Profa. Dra. Claudia Maria Oliveira Simdes da Universidade Federal de Santa Catarina

(protocolo aprovado no Comité de Etica em Pesquisa da UFSC, nimero 021/2009).
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Para manutengao e crescimento das culturas celulares foram utilizados os meios:
MEM (Minimal Essential Medium - Gibco), para a linhagem tumoral A549, DMEM
(Dulbeccos’s Modified Eagle Medium - Gibco) para os fibroblastos gengivais e RPMI-
1640 para as linhagens tumorais HepG2 e DU145. A esses meios foram adicionados
0,22% de bicarbonato de sédio, para manutencdo do pH entre 7,2 e 7,4 e a
suplementacao foi realizada com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB). Cada linhagem
celular foi mantida em frascos de cultura estéreis de 75 cm?, a temperatura de 37 C°

e em atmosfera umedecida de 5% de COa.

4.12.2 Triagem citotéxica pelo ensaio com sulforrodamina B (SRB)

O ensaio de avaliagdo do potencial citotoxico empregando a SRB foi realizado
conforme a metodologia proposta por (VICHAI; KIRTIKARA, 2006).

Suspensodes de cada linhagem celular foram distribuidas em placas de 96 cavidades
(1x104 células/cavidade) e incubadas por 24 h, a 37 °C, em estufa de CO2. Apds esse
intervalo, foram realizados os tratamentos com as diferentes amostras, além dos
controles positivos (paclitaxel para as linhagens tumorais), em diferentes
concentracdes, por meio de diluicbes seriadas na razdo 1:2, e as placas foram

incubadas por 48 h.

Depois desse periodo, foram adicionados, em cada cavidade, 100 uL de solucéo de
acido tricloroacético (10% v/v), para fixagao das células, e a placa foi incubada a 4°C
por uma hora. Em seguida as cavidades foram lavadas com agua destilada por quatro
vezes. Apos periodo de secagem, adicionaram-se 100 uL de solugdo acida de
sulforrodamina B (0,057% p/v), mantendo a placa por 30 min em temperatura
ambiente. A solucao foi removida e a placa lavada por trés vezes com acido acético
(1% v/v). Posteriormente, foi adicionada solu¢do de Tris Base 10 mM (pH 10,5) em

cada cavidade, para leitura das absorbancias em espectrofotdbmetro, a 510 nm.

Os valores de absorbancia medidos para cada concentragdo de cada amostra testada
foram transformados em porcentagens de viabilidade (X%), em relagao aos controles
celulares (CC), os quais foram considerados 100% viaveis. Para tal, foi utilizado a

seguinte férmula:

(absorbancia amostra) x 100

X% =
o cc
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4.12.3 Analises estatisticas

Os percentuais de viabilidade foram transferidos para o software de estatistica
GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software Inc., EUA), e, através de analise de
regressao nao linear, calculou-se os valores de Clso, ou seja, a concentragédo de cada
amostra que reduz em 50% a viabilidade celular. Os valores de Clso calculados
representam a media de trés experimentos independentes e sao expressos com seus

respectivos intervalos de confianga de 95%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Comparacgao dos perfis cromatograficos dos extratos de folhas e caules

Todos os extratos obtidos por maceracdo foram analisados por UPLC-ESI-MS e
observou-se uma semelhancga entre os perfis cromatograficos dos extratos de folhas
e caules da mesma espécie. Nos cromatogramas dos extratos obtidos a partir de
folhas observa-se uma tendéncia dos picos a apresentarem maior intensidade, em
relacdo aqueles dos extratos de caules (Figura 4). Os cromatogramas obtidos para

as demais espécies encontram-se em anexo (APENDICES A, B, C, D, E, F e G).

Diante disso, optou-se por utilizar somente os extratos obtidos a partir de folhas nos
testes de citotoxicidade, ja que a quantidade de droga vegetal e a intensidade dos
picos observados revelaram-se maiores em relacdo aqueles obtidos para os caules.
Adicionalmente, no caso da maceragao, os rendimentos extrativos dos extratos das

folhas foram mais elevados que os obtidos para os caules.

Em relagdo as amostras com as mesmas identificagcbes botanicas, também foi
observado uma semelhanca entre os perfis cromatograficos (APENDICES H, | e J),
optando-se assim por testar apenas um dos extratos de uma mesma espécie. A Unica
excegao foi observada nos dois extratos das partes aéreas de B. opuntioides, que
apesar da mesma identificacdo botanica, apresentam perfis cromatograficos com
baixa similaridade (Figura 5). O perfil de metabdlitos secundarios nas plantas pode
ser determinado por diferentes fatores. As caracteristicas genotipicas e a fenologia
sao elementos que determinam o perfil fitoquimico de uma espécie. Além disso,
fatores bidticos (patdgenos e herbivoros) e abidticos (luz, temperatura, nutrientes e
disponibilidade de agua), bem como condi¢des geograficas, podem afetar diretamente
a composigao quimica de uma planta (FILIPPINI et al., 2010; MOURA et al., 2010).
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Figura 4: Comparacgéao dos perfis cromatograficos, obtidos por UPLC-DAD, dos extratos etandlicos de
folhas e caules das espécies de B. brevifolia (A) e B. calvescens (B). (Condi¢cées cromatograficas:

vide Parte Experimental - item 4.8).
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Figura 5: Comparacgéao dos perfis cromatograficos, obtidos por UPLC-DAD, dos extratos de partes
aéreas de duas amostras de B. opuntioides. (Condi¢cdes cromatograficas: vide Parte Experimental -
item 4.8).
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5.2 Avaliagao da atividade citotoxica dos extratos obtidos por maceragao

Os modelos de triagem citotoxica fornecem dados preliminares importantes para
ajudar na selecao de extratos de plantas com potenciais propriedades antineoplasicas
(BASKAR et al., 2010). O ensaio de sulforrodamina B (SRB) € um exemplo disso, pois
foi desenvolvido justamente para o programa de descoberta de medicamentos
antineoplasicos em larga escala do Nacional Cancer Institute (NCI), dos Estados
Unidos. Esse ensaio se baseia na capacidade do corante SRB de se ligar a residuos

basicos de proteinas e, quando extraido quantitativamente das células, € solubilizado

1 Time

1 Time
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para medicdo da densidade 6ptica (DO). E um método apropriado e sensivel para
medir a citotoxicidade induzida por uma substancia e util para quantificar a

clonogenicidade, além de ser uma técnica rapida e barata (VOIGT, 2005).

Diante dos relatos na literatura sobre a atividade citotoxica de espécies do género
Baccharis, frente a diferentes modelos experimentais, foi realizada uma triagem
citotoxica, com a linhagem tumoral A549 (adenocarcinoma de pulmao), de todos os

extratos de folhas obtidos por maceragao.

Utilizou-se o método da sulforrodamina B (SRB), descrito na sesséo 4.11.2 e, a
concentracdo maxima testada estabelecida foi de 100 ug/mL, para todos os extratos.
Para o controle positivo foi utilizado o paclitaxel (PTX), em uma concentragao maxima
de 1 uM. O solvente de diluicado das amostras foi o DMSO e o limite de concentragao
toxica desse solvente nos experimentos (<1%) nao foi ultrapassado, conforme
estabelecido por Vichai e Kirtikara (2006). Os valores de Clso dos extratos em células

A549 encontram-se reunidos na Tabela 10.

Tabela 10: Resultados da avaliagao citotdxica dos extratos de espécies de Baccharis, obtidos por

maceragao, em células A549

Numero do Extrato Clso (ug/mL) IC 95%
Serra da Calgada (MG)
1 B. brevifolia 63,42 + 0,40 47,05 - 85,48
3 B. myriocephala 83,39 + 0,37 55,32 - 125,70
6 B. reticularia > 100 -
8 B. retusa > 100 -
Parque Nacional do Caparaé (MG/ES)
10 B. altimontana > 100 -
11 B. calvescens 93,09 + 0,35 65,85 - 131,60
15 B. imbricata 42,24 + 0,54 32,63 - 54,67
16 B. hemiptera >100 -
18 B. magnifica 81,10 + 0,35 43,93 - 149,70

20 B. megapotamica 1,38 + 0,22 0,82-2,30
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22 B. opuntioides > 100 -
23 B. opuntioides > 100 -
24 B. parvidentata >100 -
32 B. platypoda > 100 -
- PTX 0,02 + 0,12 yM 0,01-0,03

Valores representam a média de trés experimentos independentes + desvio padrao
Faixa de Concentragéo: (Extratos: 0,78 - 100 pg/mL); (PTX: 0,008 - 1,0 uM)
aClso = concentracdo que inibiu em 50% o crescimento das células A549

b]|C95% = intervalo de confianga de 95%

De acordo com o NCI, um extrato bruto é considerado promissor para purificagao
adicional quando apresenta valores de Clso menores que 30 pg/mL (JAIN; JAIN,
2011). No presente trabalho foram considerados os extratos que apresentaram
valores de Clso menores que 50 ug/mL. Dessa forma, os extratos de B. imbricata (Clso
= 42,24 + 0,54 yg/mL) e de B. megapotamica (Clso = 1,38 + 0,22 ug/mL) foram

selecionados para dar prosseguimento aos estudos.

As espécies B. brevifolia, B. myriocephala, B. calvescens e B. magnifica apresentaram
valores de Clsp 63,42 + 0,40 ug/mL; 83,39 + 0,37 pg/mL; 93,09 + 0,35 ug/mL e 81,10
+ 0,35 pg/mL respectivamente, e por isso ndo foram selecionadas. O mesmo ocorreu
com os extratos de B. reticularia, B. retusa, B. altimontana, B. hemiptera, B.
opuntioides, B. parvidentata e B. platypoda, cujos valores de Clso extrapolaram a faixa

de concentracao preestabelecida.

Em estudos da espécie B. megapotamica, conhecida por causar intoxicagao severa
em gado na América do Sul, foi relatada a presenca de tricotecenos macrociclicos,
que até entdo eram substancias encontradas apenas em espécies de fungos do solo
(JARVIS et al., 1988). Assim, Kupchan et al. (1976) demostraram a atividade inibitoria
in vitro, frente a células KB (carcinoma de nasofaringe) e in vivo, em P388 (modelo
murino de leucemia), do extrato etandlico dessa mesma espécie. Posteriormente
foram isolados os compostos responsaveis pela atividade antileucémica relatada
(KUPCHAN et al., 1977a; JARVIS et al., 1987). Em relagdo a B. imbricata, ndo foram

encontrados estudos que relatassem a atividade citotéxica dessa espécie.
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As espécies de B. imbricata e B. megapotamica foram selecionadas para a realizagao
de uma percolagao exaustiva e subsequente fracionamento entre solventes imisciveis
(hexano, diclorometano e acetato de etila), conforme descrito na sessdo 4.7. A
percolacdo € um método extrativo mais eficiente que a maceragdo, ja que,
continuamente, o solvente saturado € substituido, levando ao esgotamento do
material vegetal (ZHANG; LIN; YE, 2018). O fracionamento de extratos vegetais, com
o procedimento classico de particdo entre solventes imisciveis, tem por objetivo
separar os compostos considerando sua solubilidade e seu coeficiente de particdo em
diferentes solventes (REGINATTO, 2017).

5.3 Analise dos extratos selecionados e respectivas fragoes por UPLC-ESI-
MS/MS

Os estudos de desreplicagao caracterizam-se pela separacao de componentes de
matrizes complexas, utilizando métodos cromatograficos e espectroscopicos, muitas
vezes concomitantemente com estudos de bioatividade. Destacam-se para esse tipo
de estudo as técnicas hifenadas e, baseando-se na comparagao das informacoes
obtidas em bancos de dados, é possivel detectar compostos ja conhecidos ou até
elucidar estruturalmente novos componentes (LANG et al., 2008). A espectrometria
de massas em tandem (MS/MS) é utilizada para produzir informacgdes estruturais para
elucidacdo de analitos, ja que €& possivel obter fragmentagdes especificas de

determinado ion precursor (CHROMacademy, 2018).

Esses métodos tém sido empregados na identificagdo de metabdlitos secundarios em
extratos e fragdes vegetais, como € o caso do estudo feito por Rameshkumar et al.
(2013), que identificou diversos compostos fendlicos, conhecidos e inéditos, utilizando
UPLC-MS/MS, no extrato das folhas de Merremia emarginata, uma planta com
propriedades nefroprotetoras cultivada na india. Outro exemplo é relatado por
TORRES et al. (2018), que investigaram a composi¢ao quimica de extratos de propolis
por UPLC-Q/TOF-MS/MS, identificando varios flavonoides e terpenos como

constituintes principais.

No presente trabalho, a técnica de UPLC-ESI-MS/MS foi adotada com o objetivo de
identificar os principais metabdlitos especiais presentes nos extratos e fracdes de B.
imbricata e B. megapotamica, a fim de avaliar previamente o perfil fitoquimico dessas
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especies. Utilizou-se como estratégia a comparagdo dos dados espectrométricos e
espectroscopicos das substancias analisadas com aqueles ja descritos na literatura
para substancias ja identificadas em outras espécies desse mesmo género. Dessa
forma, foi efetuada uma revisédo da literatura extensiva e os dados obtidos (estrutura
quimica, massa molar, etc.) foram compilados em uma tabela, utilizada como base de

dados para as analises desenvolvidas nesse trabalho.

Entre os principais constituintes do género Baccharis descritos na literatura, os
compostos fendlicos e os terpendides sdo os metabdlitos especiais mais citados. De
maneira geral, os flavonoides e os diterpenos sao as classes mais encontradas no
género. Dentre as substancias identificadas em maior numero nas espécies estao os
flavonoides: quercetina, canferol, apigenina e aromadendrina; os acidos fendlicos:
artepilina C, drupanina, acido ferulico, acido cafeico e acido dicafeoilquinico e os

terpendides: acido oleandlico e a-espinasterol (CAMPOS et al., 2016).

A analise dos extratos de B. imbricata e B. megapotamica, bem como das respectivas
fragdes obtidas foi feita por UPLC-ESI-MS/MS. Os cromatogramas do extrato e das
fragbes de B imbricata e B. megapotamica encontram-se representados na Figura 6

e Figura 16, respectivamente.

Com base nos espectros no ultravioleta (UV), foi possivel identificar, em ambos os
extratos etandlicos e respectivas fragdes, substancias com cromoéforos caracteristicos.
Assim, observou-se a presenga de compostos derivados do acido clorogénico, que
apresentam absorcdo no UV com Amax em aproximadamente 325 nm e em 296 nm
(ombro) (BELAY; GHOLAP, 2009), bem como flavonodis (Amax: banda | = 350-385 /
banda Il = 250-290) flavonas (Amax: banda | = 310-350 nm / banda Il = 250-290) e
flavanonas (Amax: banda | = ombro a 300-330 nm / banda Il = 270-295)
(TSIMOGIANNIS et al., 2007). A relagdo massa/carga (m/z) de cada pico do extrato,
os fragmentos obtidos por MS/MS e os possiveis compostos correspondentes de B.
imbricata (Tabela 11) e B. megapotamica (Tabela 12) sao apresentados.

Considerando a dificuldade de identificar todos os picos do cromatograma do extrato
de B. megapotamica, os dados de alguns picos que apresentavam melhor resolugao

na fracao diclorometanica (Fr. Dcm) foram selecionados para a tabela.
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Figura 6: Perfis cromatograficos obtidos por UPLC-DAD para o extrato etandlico e respectivas fragdes de B. imbricata.

(Condigbes cromatograficas: vide Parte Experimental - item 4.8)
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Tabela 11: Analise por UPLC-ESI-MS/MS do extrato etandlico e fragbes de B. imbricata. (Condigdes cromatograficas: vide Parte Experimental - item 4.8)

Amax- [M+H]* ions dos Fragmentos [M-H1 ions dos Fragmentos
Pico Tr (min) Identificagao
(nm) (m/z) m/z (%) (m/z) m/z (%)
. 325 409 (100), 405 (61), 393 o _
1i 2.90 579 577 367 (100) Nao identificado
295 (ombro) (50), 361 (98), 325 (53)
325 191 (79), 179 (100), 173 o ) . )
2i 3.01 517 163 (100) 515 Acido di-O-cafeoilquinico
295 (ombro) (79)
325 177 (100), 151 (64), 143 193 (100), 179 (17),175 Acido O-cafeoil-O-
3i 3.43 531 529
295 (ombro) (100), 133 (100) (72), 173 (93) feruloilquinico
305 349 (62), 349 (8),193 (36),
4i 3.80 - - 543 193 (36),179 (100),173 Acido di-O-feruloilquinico
295 (ombro)
(36), 155 (64)
. 355 316 (13), 301 (100), 298 o
5i 4.48 331 329 299 (100), 271 (65) Flavonol (dimetilado)
270 (59)
333 300 (47), 271 (100), 255 ]
6i 4.57 317 302 (100), 257 (54) 315 Flanova (metilada)
270 (89), 167 (58)
325(ombro) 269 (100), 243 (33), 164
7i 5.25 287 161 (95), 153 (100) 285 Flavanona
288 (32)
286 (54), 269 (38), 258
361 284 (100), 242 (20), 150 )
8i 5.60 970 301 (40), 177 (35), 153 (31), 299 22) Flavonol (metilado)
139 (57)
360/ 332 316 (100), 301 (39), 287 o
9i 5.76 331 329 299 (18), 271 (100) Flavona (dimetilada)
268 /272 (14)
10i 6.50 223 401 317 (100) 399 315 (100), 300 (44) Nao identificado
11i 7.45 223 305 191 (100) - - Nao identificado

(%): abundancia relativa
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Os acidos clorogénicos constituem uma familia de ésteres formados entre o acido
quinico e residuos de certos acidos trans-cinamicos, mais comumente os acidos
cafeico (1), ferulico (2) e p-cumarico (3). Os acidos sinapico (38) e dimetoxicindmico
(39) também ocorrem em algumas espécies vegetais (ZHENG; CLIFFORD, 2008). Os
passos iniciais da biossintese dos acidos clorogénicos ocorrem pela via
fenilpropanoide e, as enzimas que catalisam as conversdes, produzem inicialmente o
acido 5-O-cafeoilquinico (5-CQA) (40). O composto mais abundante em plantas € o 5-
CQA (40) e acredita-se que os demais isbmeros (4-CQA (41) e 3-CQA (42)) sejam
derivados dele, embora n&o haja dados sobre enzimas especificas envolvidas nessas
conversodes. Além disso, pouco se sabe sobre a biossintese dos di- e tri-CQAs. No
que diz respeito a producédo do acido feruloilquinico (FQA) (5-FQA (43), 4-FQA (44) e
3-FQA (45)), a enzima CCoAOMT (S-adenosil-L-metionina:caffeoil-CoA-3-O-
metiltransferase) catalisa a conversao da cafeoil-CoA em feruloil-CoA (CLIFFORD et
al., 2017).

Técnicas como LC/MS" tém sido utilizadas para caracterizar esses compostos e
diferenciar isbmeros de acido monoacil- e diacil-clorogénicos. Os padrbes de
fragmentacao sao altamente diagndsticos na isomeria estrutural dos substituintes,
constituindo uma ferramenta confiavel e preditiva (JAISWAL; KUHNERT, 2010).

(0] O (0]
\ OH \ OH \ OH
HO HO HO
OH /O
(1) (2) (3)
0 0

H4CO A on HsCO A on

HO HsCO

OCHs

(38) (39)
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No pico 2i (Amax= 325 nm e 295 nm (ombro)), o ion em m/z 515 [M-H]- apresenta

fragmentos em m/z 191, que pode corresponder ao [acido quinico — H]; em m/z 179,

correspondente a [cafeoil — H]" e em m/z 173, equivalente ao [acido quinico — H20 —

H]- (Figura 7), sugerindo a presenca de um isdmero do acido di-cafeoilquinico (di-
CQA) (CLIFFORD; KNIGHT; KUHNERT, 2005).
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Figura 7: Espectro no UV (A) referente ao pico 2i (Tr = 3,01 min), espectro de massas (MS/MS) dos
ions m/z 517 [M+H]* e m/z 515 [M-H]- (B) e as estruturas putativas dos fragmentos relacionados

(extrato etandlico de B. imbricata). (Condigbes cromatograficas: vide Parte Experimental - item 4.8)

ved [\ 21946 i m/z 179 Da
100 HOOC_ ,OH|
0002 A m/z163Da----1, -
8.06-2 OI : ! : 1 : (0]
" 1 .
7.0e-2: 1 I‘\‘ \
6.0e-2: II O\\: 1 O'
5.0e-2- :I 1 1
|: ! OH !
4.0e-2: | !
325.46 ! |
3.0e-2 II 1 1!
2002 | --m/z173 Da--|
1.0e-2- HO : : OH
---m/z191 Da---
O T R T TR T sk T e e OH OH
2: Daughters of 517ES+
162.81 + 3.67e5
1004
— [M+H - 354] B

163.32

%

m/z

110 120 130 140 150 160 170 180 @ 190 ' 200 ' 210 ' 220 230 240 250 260 270 280 200 300 ' 310 320 330 340 350 = 360
3: Daughters of 515ES-

100+ 178.95 1.94e5

%

179.07

191.11
190.98]

O—rprrrr e e e e T m/z

110 120 130 140 | 150 160 170 180 @ 190 200 210 @ 220 230 ' 240 250 260 270 ' 280 290 300 310 @ 320 @ 330 340 350 360

*Foi utilizado como exemplo um dos isémeros do acido di-O-cafeoilquinico, o 3,5-diCQA.

O pico 3i (Amax= 325 nm e 295 nm (ombro)), com o ion em m/z 529 [M-H]-, apresenta
fragmentos em m/z 193 e 179 equivalentes ao [feruloil — H]" e ao [cafeoil — HJ,
respectivamente, e em m/z 173, correspondente ao [acido quinico — H20 — H*] (Figura
8), o que indica a possivel presenga de um isébmero do acido cafeoil-feruloilquinico
(CFQA) (CLIFFORD et al., 2003). Ja o pico 4i (Amax= 325 nm e 295 nm (ombro)), com
ion em m/z 543 [M-H] e fragmentos em m/z 349, 193, 173 equivalentes ao [acido
feruloilquinico — H20 — HJ, ao [feruloil — H] e ao [acido quinico — H20 — H]- (Figura 9),
respectivamente, apontando para presenca putativa de um isémero do acido di-
feruloilquinico (di-FQA) (CLIFFORD et al., 2006).
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Figura 8: Espectro no UV (A) referente ao pico 3i (Tr = 3,43 min), espectro de massas (MS/MS) dos

ions m/z 531 [M+H]* e m/z 529 [M-H]- (B) e as estruturas putativas dos fragmentos relacionados

(extrato etandlico de B. imbricata). (Condigbes cromatograficas: vide Parte Experimental - item 4.8)
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*Foi utilizado como exemplo um dos isébmeros do acido feruloil-cafeoilquinico, o 3F-5CQA.
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Figura 9: Espectro no UV (A) referente ao pico 3i (Tr = 3,43 min), espectro de massas (MS/MS) do

ion m/z 543 [M-H]- (B) e as estruturas putativas dos fragmentos relacionados (extrato etandlico de B.

imbricata). (Condigbes cromatograficas: vide Parte Experimental - item 4.8)
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*Foi utilizado como exemplo um dos isébmeros do acido feruloil-cafeoilquinico, o 3F-5CQA.

E importante ressaltar, que alguns derivados do acido clorogénico ja foram descritos
para espécies de Baccharis, como os 3,4-diCQA (46), 3,5-diCQA (47) e 4,5-diCQA

(48), presentes nas espécies B. retusa, B. trimera, B. incarum; o acido 5-CQA

encontrado em B. chilco, B. trimera, B. grisebachii e o acido 3,4,5-triCQA (49),
presente em B. trimera (ZAMPINI; ISLA; SCHMEDA-HIRSCHMANN, 2009; GRECCO
etal., 2012; ABQOY et al., 2012).




70

HOOC OH
o}
HOOC OH
o™ OH
o o)
o) 0
o™ o
OH
HO 7
OH
HO OH
Ho OH OH
OH
(46) (47)
HOOC OH HOOC OH
o) o} o)
- K
HoW o 0 o
o) )
o o
HO 7 OH
= OH
OH OH
OH
HO
HO OH
OH
(48) (49)

Em relacdo aos flavonoides, existem varios que ja foram descritos para esse género
e com a analise do extrato de B. imbricata é possivel inferir a presenga de alguns
deles nessa espécie. O pico 5i com ion em m/z 331 [M-H] e fragmentos de m/z 316 e
301 se referem a um flavonol (Amax: banda | = 355 nm / banda Il = 270 nm) com dois
grupos metoxila (Figura 10). Nao existe na literatura nenhum composto com essas
caracteristicas que foi isolado de espécies de Baccharis. O pico 6i com ion em m/z
315 [M-H] e fragmentos de m/z 300 e 271 indica a presenga de uma flavona
metoxilada (Amax: banda | = 333 nm / banda Il = 270 nm) (Figura 11), sendo a nepetina
(50) e a eupafolina (51) compostos com essas caracteristicas ja isolados de B.
flabellata, B. gaudichaudiana, B. trimera e B. linearis (SOICKE; LENG-PESCHLOW,
1987; AKAIKE et al., 2003).
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Figura 10: Espectro no UV (A) referente ao pico 5i (Tr = 4,48 min) e espectro de massas (MS/MS)
dos ions m/z 331 [M+H]* e m/z 329 [M-H]- (B) (extrato etandlico de B. imbricata). (Condigdes
cromatograficas: vide Parte Experimental - item 4.8)
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*Foi utilizado como exemplo a ombuina.
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Figura 11: Espectro no UV (A) referente ao pico 6i (Tr = 4,57 min) e espectro de massas (MS/MS)
dos ions m/z 317 [M+H]* e m/z 315 [M-H]- (B) (extrato etandlico de B. imbricata). (Condigdes

cromatograficas: vide Parte Experimental - item 4.8)
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(51)

Com o pico 7i, que possui ions em m/z 287 [M+H]* e 285 [M-H], é possivel sugerir a

presenga de uma flavanona (Amax: banda | = 325 ombro nm / banda Il = 288 nm)

(Figura 12), e dentre os exemplos ja isolados com essas caracteristicas estdo a
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isosakuranetina (52), a sakuranetina (53) e a di-hidrooroxilina A (54) identificadas em
B. dracunculifolia, B. retusa, B. salicifolia e B. uncinella (DEL CORRAL et al., 2012;
GRECCO et al., 2012; GRECCO et al., 2010). O pico 8i com ion em m/z 301 [M+H]*
e fragmentos de m/z 286, 269, 258, 242, 153, 139 e em m/z de 299 [M-H]" com
fragmento m/z 284 indica a presenca de um flavonol metoxilado (Amax: banda | = 361
nm / banda Il = 270 nm) (Figura 13). Na literatura, o unico composto ja isolado de
Baccharis que corresponde a essas caracteristicas € o isocanferideo (55), derivado
do canferol (56), encontrado em B. papillosa (ESCOBAR et al., 2009). E possivel
identificar alguns fragmentos semelhantes na ionizagao do canferol com ion de m/z
287 [M+H]*, que produz fragmentos com m/z 269, 259, 258, 165, 153 e 133 (MARCH,;
MIAO, 2004).
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Figura 12: Espectro no UV (A) referente ao pico 7i (Tr = 5,25 min) e espectro de massas (MS/MS)
dos ions m/z 287 [M+H]* e m/z 285 [M-H]- (B) (extrato etandlico de B. imbricata). (Condigdes

cromatograficas: vide Parte Experimental - item 4.8)
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Figura 13: Espectro no UV (A) referente ao pico 8i (Tr = 5,60 min) e espectro de massas (MS/MS)
dos ions m/z 301 [M+H]* e m/z 299 [M-H]- (B) (extrato etandlico de B. imbricata). (Condigdes

cromatograficas: vide Parte Experimental - item 4.8)

2.8e-1

2.6e-1 A OH
2.4e-1
2.2e-1
2.0e-1 HO O
1.8e-1
1.6e-1
1.4e-1 I
1.2e-1 /:/
1.0e-1 O 1
8.0e-2- :
6.0e-2- OH o :
4.0e-2- 1
2.0e-2- 1
0 ‘ ‘ ‘ . 285Da --~
440 460 480 500
4: Daughters of 301ES+
301.33 5.52e5
100 300.95
300.76f B
138.67 285.83 .
S ——» -
25766 260.07 bge o5 [M+H - 15]
15279 7718 !
121.09 : 21367  242.16256.97 284.82[286.21
165.02 [185.00
T T i
O T T T T T i T T T : T T ! T T \i T H T T T T Ii\ T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T m/Z
120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500
2: Daughters of 299ES-
100~ 284.25 9.53e5
—> [M-H-15]
<
283.12
149.83 207 25241.90 284.57
226.65’ ‘ 267.24
0 """‘H"""H"""‘_""u"“""""“""""‘_"""‘“\‘mwl‘uwiww T T T T o A T A e e M2
120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500

*Foi utilizado como exemplo isocanferideo.

O pico 9i com ion em m/z 331 [M+H]* e fragmentos de m/z 316 e 301 sugerem a

presenca de um flavonol dimetoxilado (Amax: banda | = 360 nm / banda Il = 268 nm)

(Figura 14). Nao foi relatado na literatura nenhuma substancia com essas
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caracteristicas isolada de espécies de Baccharis. Além disso, foi possivel identificar

também nesse pico ions em m/z 315 [M+H]* e em m/z 313 [M-H]-, com fragmentos de

m/z 300 e 298, respectivamente , sugerindo a presenga de uma flavona dimetoxilada

(Amax: banda | = 332 nm / banda Il = 272 nm) (Figura 15) e, uma possivel co-eluicdo

de dois compostos. Também ja foram identificados flavonas dimetoxiladas como a

cirsimaritina (20) em B. rufescens (CIFUENTE et al., 2001) e a pectolinaringenina (16)
em B. uncinella (GRECCO et al., 2010), B. pedunculata (RAHALISON et al., 1995) e

B. conferta (WEIMANN et al., 2002).

Figura 14: Espectro no UV (A) referente ao pico 9i (Tr = 5,76 min) e espectro de massas (MS/MS)
dos ions m/z 331 [M+H]* e m/z 329 [M-H]- (B) (extrato etandlico de B. imbricata). (Condigdes

cromatograficas: vide Parte Experimental - item 4.8)
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Figura 15: Espectro no UV (A) referente ao pico 9i (Tr = 5,76 min) e espectro de massas (MS/MS)
dos ions m/z 315 [M+H]* e m/z 313 [M-H]- (B) (extrato etandlico de B. imbricata). (Condigdes

cromatograficas: vide Parte Experimental - item 4.8)
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Figura 16: Perfis cromatograficos obtidos por UPLC-DAD para o extrato etandlico e respectivas fragdes de B. megapotamica.

(Condigbes cromatograficas: vide Parte Experimental - item 4.8)
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Tabela 12: Analise por UPLC-ESI-MS/MS do extrato etandlico e fragdes de B. megapotamica. (Condigées cromatograficas: vide Parte Experimental - item 4.8)
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Amax [M+H]* ions dos Fragmentos [M-H1 ions dos Fragmentos
Pico Tr (min) Identificagao
(nm) (m/z) m/z (%) (m/z) m/z (%)
325 191 (100), 179 (15), 173 L o
1m 355 163 (100) 353 Acido O-cafeoilquinico
295 (ombro) (11), 161 (10), 135 (5)
333
303 (100), 147 (18), 145 ]
2m 2.79 295 (ombro) 611 609 301 (100) Rutina
(26), 128 (31)
265
325 353 (21), 191 (100), 179 o ) . )
3m 3.01 517 (100) 515 Acido di-O-cafeoilquinico
295 (ombro) (58), 173 (38), 135 (20)
Fragao diclorometanica (Fr. Dcm)
365 285 (38), 274 (79), 257 (75),
4m 3.92 260 303 247 (15), 229 (68), 165 (86), 301 179 (71), 151 (100), 121 (53) Quercetina
153 (29), 137 (22), 121 (30)
247 (30), 231 (7), 229 (40),
416 (53), 265 (52), 237 (65),
261 199 (49), 183 (30), 171 (30), ) o
5m 4.10 549 547 217 (100), 171 (76), 165 Tricoteceno macrociclico
220 155 (18), 137 (100),
(58), 153 (60)
131 (97), 113 (28)
261 247 (80), 199 (20), 183 (28),
6m 4.23 220 581 173 (25), 171 (14), 155 (25), - - Tricoteceno macrociclico
137 (100), 121 (15)
325 (ombro)
7m 4.47 65 571 527 (15), 391 (17), 307 (100) - - Nao identificado
325 (ombro) 515 231 (23), 195 (19), 137 (34),
8m 4.99 - - Nao identificado
265 112 (100)




80

313 159 (68), 133 (66), 129 (64), 235 (30), 211 (53), 185 (72),
9m 5.26 309 307 Nao identificado
220 121 (100) 163 (58), 121 (100)

317 249 (68), 213 (58), 183 (32), . N
10m 5.57 307 173 (100), 159 (38), 131 (47) 305 Nao identificado
222 135 (100), 125 (48), 107 (59)

307 285 (100), 229 (28), 241
11m 6.14 - - 461 Nao identificado
223 (23), 223 (33), 191 (23),

(%): abundancia relativa
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Quanto ao extrato etandlico de B. megapotamica também €& possivel observar a
presenca de derivados do acido clorogénico. O pico 1m (Amax= 325 nm e 295 nm
(ombro)) possui ion em m/z 353 [M-H] e fragmentos em m/z 191, 179, 173
correspondentes ao [acido quinico — H]; ao [cafeoil — H] e ao [acido quinico — H20 —
H]-, respectivamente. Ha ainda o fragmento em m/z 135, equivalente ao derivado
descarboxilado do cafeoil (Figura 17). Assim, é possivel inferir a presenga de um
isémero do acido cafeoilquinico (CQA). Da mesma forma ocorre com o pico 3m (Amax
= 325 nm e 295 nm (ombro)), com ion em m/z 515 [M-H] e fragmentos de m/z 353,
191, 179, 173 e 135 correspondentes ao [acido cafeoilquinico — H], ao [acido quinico
— H]» ao [cafeoil — H], ao [acido quinico — H20 — H]" e ao derivado cafeoil
descarboxilado (Figura 18), respectivamente, sugerindo a presenga de um isémero
do acido dicafeoilquinico (diCQA) (JAISWAL et al., 2010; ZHANG et al., 2016).



82

Figura 17: Espectro no UV (A) referente ao pico 1m (Tr = 1,95 min), espectro de massas (MS/MS)
dos ions m/z 355 [M+H]* e m/z 353 [M-H] (B) e as estruturas putativas dos fragmentos relacionados

(extrato etandlico de B. megapotamica). (Condi¢cdes cromatograficas: vide Parte Experimental- item
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*Foi utilizado como exemplo um dos isémeros do acido cafeoilquinico, o 3-O-CQA.
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Figura 18: Espectro no UV (A) referente ao pico 3m (Tr = 3,01 min), espectro de massas (MS/MS)

dos ions m/z 517 [M+H]* e m/z 515 [M-H]- (B) e as estruturas putativas dos fragmentos relacionados

(extrato etandlico de B. megapotamica). (Condi¢cdes cromatograficas: vide Parte Experimental- item
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*Foi utilizado como exemplo um dos isdmeros do acido di-O-cafeoilquinico, o 3,5-

diCQA.

O pico 2m (Amax: banda | = 333 nm / banda Il = 265 nm), com tempo de retengao de

2,79 minutos, possui ion em m/z 611 [M+H]* e em m/z 609 [M-H]- e maximos de

absorcdo no UV, caracteristicos ao de flavonoides. E possivel observar ainda no

espectro de massas um ion em m/z 465, equivalente a [M - 146 + H]*, indicando a

perda de uma ramnose. Os fragmentos em m/z 303 e 301 s&o equivalentes a [M + H

— 308]" e a [M- H- 308] (Figura 19), sugerindo a perda de uma cadeia glicose-

ramnose, 0 que pode indicar a presenga da rutina (57) (MESQUITA et al., 2018). No

entanto, os valores de maximo de absorcdo das banda | e Il encontrados foram

discrepantes daqueles normalmente observados para a rutina (Amax: banda | = 359 nm
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/ banda Il = 259 nm) e, isso ocorreu, provavelmente, devido a co-eluicdo de uma outra
substancia (MABRY; MARKHAM; THOMAS, 1970). Esse flavonoide ja foi isolado das
espécies de B. gaudichaudiana (AKAIKE et al., 2003) e de B. dentata (SARTOR et al.,
2013).

Figura 19: Espectro no UV (A) referente ao pico 2m (Tr = 2,79 min) e espectro de massas (MS/MS)
dos ions m/z 611 [M+H]* e m/z 609 [M-H]- (B) (extrato etandlico de B. megapotamica). (Condigbes

cromatograficas: vide Parte Experimental - item 4.8)
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O fracionamento desse extrato permitiu concentrar os compostos presentes em suas
respectivas fragdes, resultando em uma melhor resolugao para alguns picos, como
pode ser observado nos cromatogramas da Figura 8. Com isso, pode-se analisar

também alguns picos presentes na fragao diclorometanica (Fr. Dcm).
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Scigelova et al. (2011) ilustra o espectro de fragmentagdo da quercetina (6),
apresentando fragmentos com m/z 285, 257, 247, 229, 183, 165, 153, 137, 121, 111

e 95, derivados do ion em m/z 303 [M+H]*. E possivel inferir a presenca desse flavonol

(Amax: banda | = 365 nm / banda Il = 260 nm) na Fr. Dcm de B. magepotamica, uma

vez que os fragmentos obtidos com o ion em m/z 303 [M+H]" do pico 4m

correspondem aos descritos na literatura (Figura 20). Nao foi encontrado nenhum

relato da presenga de quercetina (6) em B. megapotamica, somente em outras

espécies do género, como B. pseudotenuifolia (MOREIRA et al., 2003), B. illinita
(VERDI et al., 2004) e B. retusa (GRECCO et al, 2012).

Figura 20: Espectro no UV (A) referente ao pico 4m (Tr = 3,92 min) e espectro de massas (MS/MS)
dos ions m/z 303 [M+H]* e m/z 301 [M-H] (B) (Fr. Dcm de B. megapotamica). (Condi¢des

cromatograficas: vide Parte Experimental - item 4.8)
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Os picos 5m e 6m apresentam maximos de absor¢do no UV (260 e 220 nm)
semelhantes aos descritos para alguns tricotecenos macrociclicos. Segundo Sy-
Cordero et al. (2010), o anel macrociclico resulta em um UuUnico Amax de
aproximadamente 260 nm e, as estruturas que possuem uma insatura¢ao adicional
em C2’-C3’, apresentam dois maximos de absorgdo, em 260 nm e em 230 nm.
Exemplos desses compostos sao representados na Figura 10. Além disso, alguns
fragmentos obtidos com os ions em m/z 549 [M+H]* e em m/z 580 [M+H]*
correspondem aos ja descritos por Krishnamurthy; Beck e Isensee (1989), que ilustra
como fragmentos mais comuns dos tricotecenos macrociclicos os que possuem m/z
249, 231, 213, 199, 183, 171, 155, 137,131 e 113.

Figura 21: Exemplos de tricotecenos macrociclicos sem insaturagdo em C2’-C3’ (A) e com a

insaturagcao em C2'-C3’ (B)

A B

Baccharinoid B1 Baccharinoid B13

5.4 Avaliagao da atividade citotéxica das fragcoes de B. imbricata e B.

megapotamica

As fracbes obtidas por particdo foram submetidas aos mesmos testes de
citotoxicidade citados anteriormente e, além da A549 (carcinoma de pulm&o), também
foram utilizadas as linhagens tumorais DU145 (carcinoma de préstata) e HepG2
(carcinoma hepatocelular). Testou-se também os extratos obtidos por percolagao,
frente as trés linhagens utilizadas. As concentracées maximas testadas também foram

de 100 pg/mL e o controle positivo utilizado foi o paclitaxel (PTX), em uma
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concentragdo maxima de 1 uM. Os valores de Clso das fragbes (hexanica,

diclorometanica, acetato de etila e hidrometandlica) de B.

megapotamica estao representados na Tabela 13.

imbricata e B.

Tabela 13: Resultados da avaliagao citotoxica dos extratos obtidos por percolacao e das fragdes das

espécies selecionadas, em células A549, DU145 e HepG2

Baccharis imbricata

A549 DU145 HepG2
Clso (ug/mL) IC 95% Clso (ug/mL) IC 95% Clso (ug/mL) IC 95%
Extrato 80,56 + 0,35 51,63-125,7 71,97 £0,33 56,82-91,18 47,44 + 0,43 41,18-54,66
Fr. Hex 28,00 + 0,46 2417-3243 27,744+ 0,63 14,23-54,07 16,60 + 0,43 14,19 - 19,41
Fr. Dcm 39,96 + 0,52 30,41-52,53 39,58+ 0,64 18,70-83,74 19,69+ 0,41 17,56 -22,08
Fr. Act >100 - 98,86 + 0,47 56,96-1716 73,63 +0,28 64,69-83,82
Fr. MeOH/agua > 100 - >100 - > 100 -
Baccharis megapotamica
A549 DU145 HepG2
Clso (ug/mL) IC 95% Clso (ug/mL) IC 95% Clso (ug/mL) IC 95%
Extrato 2,77 £ 0,25 1,800 - 4,270 3,04 + 0,30 2,320 - 3,986 1,39 + 0,22 1,123 - 1,720
Fr. Hex <0,78 - 2,20+ 0,28 1,391 -3,487 <0,78 -
Fr. Dcm <0,78 - <0,78 - <0,78 -
Fr. Act 6,30 + 0,32 4,922 - 8,067 10,04 + 0,41 7,749 - 13,02 3,93 + 0,38 3,355 - 4,605
Fr. MeOH/agua > 100 - 83,86 + 0,40 55,36 - 127,1 69,91 + 0,32 55,44 -88,16
PTX 0,02 + 0,07uM 0,006 - 0,064 < 0,008 - < 0,008 -

Valores representam a média de trés experimentos independentes + desvio padrao

Faixa de Concentragdo: (Extratos e Fragdes: 0,78 - 100 ug/mL); (PTX: 0,008 — 1,0 uM)

aClso = concentragao que inibiu em 50% o crescimento das células A549, DU145 e HepG2

bIC95% = intervalo de confianga de 95%
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A fracao hexanica (Fr. Hex.) de B. imbricata apresentou o potencial citotéxico mais
promissor em todas as linhagens testadas, seguida da diclorometanica (Fr. Dcm), que
apresentou citotoxicidade frente as células HepG2 (Clso = 19,69 pg/mL) e
citotoxicidade moderada frente as demais linhagens (Clso de 39,96 pg/mL e 39,58
pMg/mL para A549 e DU145, respectivamente). Em relagdo a B. megapotamica, as
fragdes hexanica (Fr. Hex), diclorometanica (Fr. Dcm) e acetato de etila (Fr. Act) foram
potencialmente citotoxicas para todas as linhagens testadas, com valores de Clso
menores que 15 pyg/mL. As fragées hidrometandlicas de ambas as espécies nao

apresentaram citotoxicidade ou foram pouco ativas.

Conforme a desreplicacdo, mostrada na sessao anterior (item 5.3), ficou evidenciado
a presencga putativa de alguns flavonoides no extrato etandlico e nas fragdes Fr. Hex
e Fr. Dcm de B. imbricata. Adicionalmente, foi possivel inferir que os derivados

observados apresentam nucleos basicos flavonoidicos di- ou mono-metilados.

Walle et al. (2007) compararam o efeito inibitério de flavonas metiladas e nao-
metiladas em células SCC-9 (carcinoma humano de células escamosas de lingua),
verificando que os compostos 5,7-dimetoxiflavona (58) e 5,7,4’-trimetoxiflavona (59)
apresentaram-se 10 vezes mais potentes para inibir a proliferacdo celular que os
correspondentes analogos nao metilados: a crisina e a apigenina. Li et al. (2007)
demonstraram que polimetoxiflavonoides apresentaram potente efeito inibitério em
linhagem de células HL-60 (leucemia promielocitica) além de induzirem a apoptose.
Ademais, esses compostos ndo mostraram citotoxicidade em células normais de

leucdcitos polimorfonucleares humanos (PMN).

(58) (59)

Ao investigar a eficacia da 5,7-dimetoxiflavona (58), um analogo metilado da crisina
(60), no tratamento de leucemia linfoblastica aguda (LLA), observou-se que esse

composto era capaz de induzir a parada do ciclo celular e aumentar a taxa de
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apoptose. Os valores de Clso variaram de 2,8 a 7,0 uyg/mL nas diferentes linhagens
celulares de leucemia utilizadas (YCUB-2, YCUB-4, YCUB-5, YCUB-6 e YCUB-8) e
os niveis de glutationa foram reduzidos. O uso concomitante desse flavonoide com
medicamentos anticancer, como citarabina e a vincristina, surpreendentemente
antagonizou a citotoxicidade dos farmacos referéncia, ndo sendo recomendada essa
combinagao (GOTO et al., 2012).

Um estudo da relagao estrutura-atividade demonstrou que a insaturacao entre C2-C3
€ a presenca da carbonila na posi¢cao 4, contribuem para o potencial citotoxico dos
flavonoides. Além disso, o padrao de substituicao do anel B e a metilacdo dos grupos
hidroxil sado importantes caracteristicas relacionadas a citotoxicidade dessas
substancias (PLOCHMANN et al., 2007). Dentre os mecanismos de agéo envolvidos
na atividade antiproliferativa desses compostos estdo a inibicdo da enzima
topoisomerase, indugdo de parada do ciclo celular, inibicdo de proteinas cinase,
inibicdo da angiogénese e acao antioxidante (RAVISHANKAR et al., 2013).

Ao avaliar a citotoxicidade causada pela exposicdo dos hepatdcitos normais de truta
arco-iris (CRL-2301) a flavonoides hidroxilados (crisina (60), apigenina (8), luteolina
(7) e quercetina (6)) e a flavonas metiladas (5,7-dimetoxiflavona (58) e 3’4’-
dimetoxiflavona (61)), observou-se que os compostos hidroxilados apresentaram
maior toxicidade e inibiram a sintese de DNA. Isso foi atribuido a formagcao de
metabdlitos tdxicos a partir de reagdes de peroxidagcdo, principalmente na
metabolizagdo da crisina (60). Em contrapartida, os compostos metilados n&o foram
téxicos na maior concentragao utilizada (25 pM) e nao sofreram reacbes de
peroxidacao (TSUJI; WALLE, 2008).
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Ja foi demonstrado que os flavonoides e outros polifendis apresentam propriedades
quimicas preventivas do cancer em varios sistemas biolégicos (YANG; PRABHU;
LANDAU, 2001). Isso porque sado capazes de evitar os danos do estresse oxidativo,
que participa ativamente na iniciagcdo e progressdo do processo de diferenciagao
celular (GIBELLINI et al., 2011). O interesse em flavonoides metoxilados se da
principalmente pela maior estabilidade metabdlica, pela biodisponibilidade
potencialmente aumentada e por apresentarem maiores propriedades

quimiopreventivas que os compostos nao metilados (WALLE, 2007).

Quanto a desreplicacdo do extrato e das fracbes de B. megapotamica, foi
demonstrada a presenca putativa de derivados do acido clorogénico, de alguns

tricotecenos macrociclicos e da quercetina.

O acido clorogénico (40) é composto mais abundante entre os isbmeros do acido
cafeoilquinico e apresenta importantes papéis terapéuticos, tais como atividades
antioxidante, antibacteriana, anti-inflamatoria, hepato e neuroprotetora (NAVEED et
al., 2018). Ha muito tempo, o acido cafeico e o acido quinico sdo conhecidos como
antioxidantes, e isso pode contribuir para a atividade anticarcinogénica dos seus
derivados (PAVLICA; GEBHARDT, 2005).

Acidos di-cafeoilquinicos (diCQA) isolados de grdos de café exibiram atividade
antiproliferativa em quatro linhagens de células tumorais, U937 (linfoma histiocitico
humano), MCF-7 (carcinoma de mama), WI38-VA (fibroblasto pulmonar diploide
imortalizado) e KB (carcinoma epidermoide oral humano), sendo a ultima (células KB)
a que apresentou maior sensibilidade (Clso = 0,10-0,56 mM) (IWAI et al., 2004).
Mishima et al. (2005) isolaram os acidos 3,4-diCQA (46), 3,5-diCQA (47) e 4,5-diCQA

(48) de um extrato aquoso de propolis e esses compostos apresentaram atividade
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inibitéria do crescimento celular na linhagem HL-60 (leucemia promielocitica),

atribuida a inducao da apoptose.

Kurata et al. (2007) verificaram que os di-CQAs isolados de folhas de batata doce
(Ipomoea batatas L.) eram capazes de suprimir a proliferacao de células das linhagens
de cancer de estdmago humano (Katolll), de cancer de célon (DLD-1) e de leucemia
promielocitica (HL-60). Ademais, Puangpraphant et al. (2011) demostraram que uma
fracdo contendo 3,4-diCQA (46) e 3,5-diCQA (47) e o 4,5-diCQA (48) inibiram a
proliferacdo de células humanas de cancer de célon, RKO e HT-29, além de induzirem

a apoptose por ativagao das caspases-3 e -8.

HOOC OH

; O
HOOC OH HO OH
o (47) OH
o™ OH
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A quercetina (6) € um flavonoide comumente encontrado em espécies vegetais e suas
propriedades quimiopreventivas estdo bem estabelecidas. A interagao com receptores

celulares e a modificagdo do sinal de transdugéo na carcinogénese sdo exemplos de
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acgao desse composto (MURAKAMI; ASHIDA; TERAO, 2008). Granado-Serrano et al.
(2006) demostraram que a quercetina (6) induziu a morte celular em células HepG2
(carcinoma hepatocelular) por via apoptética, através dos mecanismos de ativagao de
caspases e pelo bloqueio dos sinais regulados por proteinas cinases. Além disso,
esse flavonol apresentou efeito inibitério concentragdo-dependente frente a células de
leucemia promielocitica (HL-60), com valor de Clso de 14 mg/mL (ARAUJO et al.,
2013).

A atividade citotdxica dos tricotecenos macrociclicos esta bem descrita na literatura.
Os baccharinoides, isolados de B. megapotamica, pertencem a essa classe de
compostos, juntamente com as verrucarinas e as roridinas. A estrutura dos

baccharinoides esta intimamente relacionada a das roridinas (JARVIS et al., 1987).

Relatos mostram o potencial citotoxico da roridina A (62) frente a células KB
(carcinoma epidermoide oral humano), BC1 (cancer de mama) e Vero (fibroblasto de
rim de macaco Africano) (ISAKA et al., 1999) e da roridina E (63) frente as linhagens
THP-1 (leucemia monocitica humana), HL-60 (leucemia promielocitica), V79 (fibroblastos
de hamster chines) (ODA et al., 2010). Esses e outros tricotecenos, como roridina D (64),
verrucarina A (65) e verrucarina J (66) ja foram identificados também em outras espécies de
Baccharis (RIZZO et al., 1997).

(62) (63) (64)
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(65) (66)

A descoberta dos tricotecenos macrociclicos foi um marco na busca por agentes citotoxicos,
porém logo se descobriu sua pronunciada toxicidade e baixa seletividade. O que se pode
dizer desses compostos € que a atividade anticancer, a seletividade e a citotoxicidade s&o
fortemente influenciadas pela estereoquimica, embora os mecanismos de agao e os alvos
moleculares ainda sejam desconhecidos (DE CARVALHO; WEICH; ABRAHAM, 2016).

Diante disso, € possivel inferir o porqué da citotoxicidade observada frente as linhagens
tumorais testadas tanto do extrato etandlico, como das fragdes de B. megapotamica, que
apresentaram valores de Clso relativamente baixos. Os compostos que foram identificados

possuem atividade citotdxica ja descrita na literatura, em diferentes modelos testados.

5.5 Avaliagao da atividade citotoxica das fragdes selecionadas em cultura de

células saudaveis

A maioria dos medicamentos antineoplasicos mais eficazes disponiveis hoje possuem
uma toxicidade relacionada, o que muitas vezes nao permite a cura completa da
doenca. Isso se deve a falta de seletividade para as células cancerigenas, que se
diferenciam das células normais pela aquisicao de habilidades, como a proliferagao
continua e a resisténcia a morte celular. As vias envolvidas na aquisicdo dessas
capacidades tornam as células tumorais unicas e, podem ser exploradas para obter

uma terapia direcionada as células tumorais (CATANZARO et al., 2019).

Na busca por novos farmacos anticancer, os métodos de rastreamento mais comuns
empregam testes de citotoxicidade em linhagens de células cancerigenas, revelando
compostos com a mais alta atividade citotoxica. Embora os medicamentos anticancer

sejam projetados para matar células, essa atividade deve ser seletiva em relagao as



94

células tumorais. Portanto, € interessante utilizar, no estagio primario de triagem,
ensaios de toxicidade em células saudaveis para selecionar os compostos menos
toxicos dentre os mais ativos (POPIOLKIEWICZ et al., 2005).

Assim, foi avaliada a seletividade das fragdes com maior citotoxicidade (Fr. Hex e Fr.
Dcm de B. imbricata e Fr. Hex, Fr. Dcm e Fr. Act de B. megapotamica) frente a cultura
de fibroblasto gengival humano. Os testes seguiram os mesmos parametros citados
anteriormente, sendo as concentragdes maximas testadas de 100 ug/mL. O limite de
concentragéo toxica do DMSO (< 1%) nao foi ultrapassado. Os valores de CCso estao

representados na Tabela 14.

Tabela 14: Resultados da avaliagao da citotoxicidade das fragbes selecionadas em culturas de

fibroblasto gengival humano

Baccharis imbricata

CCso (Hg/mL) IC 95%
Fr. Hex 25,04 + 0,50 21,05 - 29,79
Fr. Dcm 34,32 + 0,42 30,88 - 38,14

Baccharis megapotamica

Clso (ug/mL) IC 95%
Fr. Hex <0,78 -
Fr. Dcm <0,78 -
Fr. Act 3,59 £ 0,33 2,55 a 5,06

Valores representam a média de trés experimentos independentes + desvio padrao
Faixa de Concentragao: 0,78 - 100 pg/mL
aCCso = concentragdo que reduziu em 50% a viabilidade dos fibroblastos gengivais

b]|C95% = intervalo de confianga de 95%

Os valores de CCso apresentaram-se proximos ou menores aos de Clso obtidos,
indicando que as fragdes séo igualmente toxicas para esse modelo de células

saudaveis.
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Assim, a Fr. Dcm de B. imbricata foi escolhida para dar prosseguimento aos estudos
e chegar ao isolamento dos compostos, ja que a mesma apresentou valores
promissores de Clso frente as linhagens tumorais testadas e valor de CCso maior que
as demais fracdes estudadas. Além disso, € a fragdo de maior rendimento obtida do

extrato etandlico da espécie, como mostrado na sessao 4.7.
5.6 Avaliagao da atividade citotéxica das fragoes DCM 1 e DCM 2

Considerando a composicdo da Fr. Dcm de B. imbricata, optou-se por um
refracionamento com extracao por solugao alcalina, conforme descrito na sessao 4.7,
a fim de separar compostos com carater acido, principalmente fendlicos, dos demais

compostos presentes.

Em relagdo aos flavonoides, sabe-se que os heterosideos sdo soluveis em agua e
alcoois diluidos, ao passo que as agliconas sdo normalmente soluveis em solventes
organicos apolares e, pelo carater fendlico, também em solugbes alcalinas
(ZUANAZZI; MONTANHA; ZUCOLOTTO, 2017). Com base nessa caracteristica,
realizou-se uma extragéo liquido-liquido com uma solugdo de NaOH 5% (p/v), ja que
em meio alcalino, as hidroxilas fendlicas encontram-se desprotonadas e,
consequentemente, os compostos sdo mais soluveis em solugdo aquosa. Com a
posterior acidificagdo, as agliconas voltam a sua forma nao-ionizada e podem ser

extraidas com solvente lipofilicos imisciveis em agua.

Assim, duas fracdes foram obtidas, a DCM 1, que corresponde aos compostos que
nao se protonaram em meio basico, e a DCM 2, enriquecida em compostos fendlicos,

no caso, principalmente os flavonoides.

A atividade dessas duas novas fragdes obtidas, foi testada frente a linhagem tumoral
A549, seguindo as mesmas condigdes empregadas nos testes de citotoxicidade
utilizados anteriormente. As concentracbes maximas testadas também foram de 100
Mg/mL e o controle positivo utilizado foi o paclitaxel (PTX), em uma concentragéao
maxima de 1uM. Os valores de Clso obtidos estdo representados na Tabela 15.
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Tabela 15: Resultados da avaliagdo citotdxica das fragdes DCM 1 e DCM 2, em células A549

Baccharis imbricata

Clso (Mg/mL) IC 95%
DCM 1 36,68 + 0,35 30,41 - 44,26
DCM 2 59,28 + 0,39 47,57 - 73,89

Valores representam a média de trés experimentos independentes + desvio padrao
Faixa de Concentracao: 0,78 - 100 pg/mL
aClso = concentragéo que inibiu em 50% o crescimento das células A549

bIC95% = intervalo de confianga de 95%

A fragdo com melhor potencial citotoxico foi a DCM 1, embora a fragdo enriquecida

em flavonoides (DCM 2) também tenha apresentado atividade citotoxica moderada.

Segundo George, Dellaire e Rupasinghe (2017), ja foi demostrado que os flavonoides
sao capazes de inibir varios pontos na progressao do crescimento celular, incluindo
invasdo, metastase, angiogénese, mecanismos apoptéticos e parada do ciclo celular,
possuindo assim papel importante na prevencao e no tratamento do cancer, o que

pode explicar os resultados obtidos para a fragdo DCM 2.

Em relacao a fragdo DCM 1, pode-se considerar a presenca de compostos como o0s
terpenos, que apresentam menor polaridade. Relatos da literatura apontam para a
capacidade dos terpendides em inibir a proliferacédo celular e a metastase, indicando
o potencial anticancer desses compostos (HUANG et al., 2012), o que justificaria os

valores de Clso obtidos para a fragdo DCM 1.
5.7 Analise das fragoes DCM 1 e DCM 2 por CCD e por UPLC-ESI-MS/MS

A analise quimica preliminar das fragbes DCM 1 e DCM 2 de B. imbricata foram feitas
por CCD em silica gel, em comparacao com o extrato etandlico e as fragdes hexanica,

diclorometanica e acetato de etila, conforme apresentado na Figura 22.

E possivel observar na cromatoplaca a presenca de duas bandas de cor amarelada,

com Rf's de 0,64 e 0,41 e duas bandas de cor avermelhada com Rf's de 0,36 e 0,24
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na Fr. Dcm. Essas mesmas bandas sao observadas nas fragbes DCM 2 e DCM 1
respectivamente. As bandas de cor amarelada sao caracteristicas de flavonoides
(MABRY; MARKHAM; THOMAS, 1970).

Figura 22: Perfil cromatografico obtido por CCD de silica gel para o extrato etandlico e fragdes de B.
imbricata. (Condi¢cdes cromatograficas: eluente tolueno/acetona (8:2); revelador: anisaldeido sulfarico

seguido de aquecimento)

EXT. Fr. HEX Fr.DCM Fr. ACT DCM2 DCM1

Rf = 0,64

Rf=0,41
Rf=0,36
Rf = 0,24

Em seguida foi realizada a andlise das fragbes DCM 1 e DCM 2 por UPLC-ESI-
MS/MS, visando a confirmacdo da extragao seletiva dos flavonoides em relagcédo aos
demais compostos. Os cromatogramas das fragbes sao apresentados na Figura 23,

juntamente com os espectros de UV obtidos para os principais picos.

No cromatograma da fragado DCM 1 observa-se a presenga de picos com tempos de
retengdo acima de 6 minutos, indicando a presenca de compostos de média a baixa
polaridade. Além disso, 0s espectros no ultravioleta apresentam maximos de absorgao
em torno de 220 nm, o que aponta para compostos que nao possuem cromoforos com

elevado indice de conjugacéo.
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No cromatograma da fragcdo DCM 2 é possivel observar a presenga de dois picos (1
e 2) cujo espectro no UV corresponde ao de compostos derivados do acido
clorogénico e de fenilpropanoides, respectivamente. Os demais picos apresentam
absorcao no ultravioleta correspondentes a flavonas (picos 3, 4, 6 e 7 com Amax de
278/333 nm, 272/332 nm, 267/332 nm e 271/333 nm, respectivamente), a uma
flavanona (pico 5 com Amax de 288/330 (ombro) nm) e a um flavonol (pico 6 com Amax
de 266/362 nm).

Desta forma, os resultados obtidos no presente trabalho demonstram que a estratégia
de extracao seletiva dos compostos fendlicos empregando particdo entre uma solugao
alcalina e um solvente lipofilico foi bem-sucedida. Obtiveram-se duas fragdes
contendo substancias com caracteristicas quimicas distintas e isso facilitou o
processo de isolamento desenvolvido no presente trabalho que empregou uma coluna
de octadecilsilano (RP-18) acoplada a um aparelho de HPLC preparativo. O emprego
de uma coluna empacotada com silica gel pode ser considerado improdutivo, devido
a baixa resolugcao observada na cromatoplaca (Figura 22). No total foram observados
seis picos com maximos de absor¢cdo no UV caracteristicos de flavonoides, enquanto
na cromatoplaca observaram-se apenas duas manchas com valores de Rf = 0,41 e

0,64, respectivamente.
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5.8 Refracionamento de DCM 2 por HPLC-RF em escala preparativa

Embora nao seja a fragdo com melhor atividade citotoxica, optou-se por priorizar o
estudo da DCM 2, pela presenga putativa de flavonoides e pela maior facilidade de
isolamento de substancias dessa classe, uma vez que apresentam maior
sensibilidade frente ao detector de ultravioleta empregado no aparelho de HPLC em
escala preparativa. Além disso, como nao ha na literatura estudos com substancias
isoladas de B. imbricata, a caracterizagao dos metabdlitos secundarios dessa espécie
se faz necessaria. O esquema de fracionamento adotado esta representado na Figura
24,

Figura 24: Esquema de fracionamento do extrato etandlico de B. imbricata

Extrato etandlico de

B. imbricata

Particdo com solventes imisciveis

[ Fr. Hex ] [ Fr. Dcm ] [ Fr. Act ] [ Fr. MeOH/4gua ]

Particdo em condi¢des basicas

Fracionamento por HPLC em escala preparativa

() =) o) ] () ) (7]
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O isolamento das substancias presentes nessa fragao foi realizado por HPLC-RF em
escala preparativa. As condi¢des cromatograficas foram otimizadas visando a
separagao de cada pico e 0 modo de detecgao no UV utilizou dois comprimentos de
onda, 254 e 350 nm, empregados para monitorar o processo de purificagdo. Apds as
injecoes, as fragbes foram coletadas e recuperadas por particdo com diclorometano,
em condigdes acidas. As fragdes obtidas foram denominadas F1 (pico 1; 6,0 mg, 1,7%
m/m), F2 (pico 2; 12,9 mg, 3,6% m/m), F3 (pico 3; 17,1 mg, 4,7% m/m), F4 (pico 4; 8,2
mg, 2,3% m/m), F5 (pico 5; 13,2 mg, 3,5% m/m), F6 (pico 6; 19,2 mg, 5,3% m/m) e F7

(pico 7; 4,0 mg, 1,1% m/m), conforme o cromatograma da Figura 25.

Posteriormente, essas fragdes foram analisadas em UPLC-ESI-MS/MS e verificou-se
que algumas possuiam mais de uma substancia, normalmente de caracteristicas
semelhantes. A fracdo correspondente ao pico 7 apresentou apenas um pico
majoritario e, por isso, foi selecionada para a elucidagao estrutural. As demais fragbes

serao purificadas e as substancias terdo suas estruturas elucidadas futuramente.
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Figura 25: Perfil cromatografico obtido por HPLC-RF em escala preparativa para o fracionamento de DCM 2. (Condi¢des cromatograficas: vide Parte Experimental - item

4.10)
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5.9 Elucidacgao estrutural do sélido obtido na fragao F7

A fragdo F7 foi analisada por UPLC-ESI-MS e o cromatograma apresentou um pico
majoritario com Tr = 5,81 minutos e maximos de absor¢do no UV em 269/361 nm
(Figura 26), sugerindo tratar-se de um flavonol. Os ions com m/z 331 e 329, no modo
positivo e negativo respectivamente, correspondem a molécula protonada [M+H]: e
desprotonada [M-H] (Figura 27).

Figura 26: Perfil cromatografico obtido por UPLC-DAD para fragdo F7 e espectro de UV

correspondente ao pico majoritario (Tr = 5,81 min). (Condigdes cromatograficas: vide Parte

Experimental - item 4.8)
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Figura 27: Espectros de massas obtidos por UPLC-ESI-MS para a fragdo F7, isolada da fragcéo

DCM2. (Condi¢des cromatograficas: vide Parte Experimental — item 4.8)
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Tendo em vista a massa molecular (330 Da) e os maximos de absorg¢ao no UV obtidos,

sugere-se que o produto seja um flavonol. De forma simplificada, pode-se representar

esquematicamente duas estruturas basicas para esse derivado (Figura 28).

Figura 28: Esquemas de possiveis estruturas para o derivado da fragéo F7
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Foram obtidos os espectros de RMN de 'H e os mapas de contorno bidimensionais
HSQC, HMBC e NOESY. Nao foi obtido o espectro de RMN de '3C devido a pouca

quantidade de amostra disponivel. Dessa forma, os deslocamentos quimicos dos
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sinais de carbono foram obtidos indiretamente a partir dos experimentos HSQC (J') e
HMBC (J?, J3 e J4).

Na analise dos espectros de RMN de 'H (Figura 29), ressonancias referentes a cinco
prétons aromaticos foram evidentes, dois dupletos em dH 7,11 e 8,14, com constante
de acoplamento de 8,0 Hz, correspondentes a 2 hidrogénios cada, e uma simpleto em
OH 6,57, correspondente a um hidrogénio. Esses dados sao compativeis com a
presenga de um anel aromatico p-dissubstituido (anel B) e de um anel aromatico
pentassubstituido (anel A). Além disso, dois simpletos foram observados em 6H 3,77
e 3,85, correspondentes a trés hidrogénios cada, sugerindo a presenga de dois grupos
metoxila. Sinais relativos a ressonancia dos prétons de trés grupos hidroxilas também
foram evidentes no espectro de RMN de 'H (dH 9,53; 10,75 e 12,52 ppm). Dessa
forma, pode-se atribuir o padrédo de oxigenagdo do anel B na posigédo 4’, além de
identificar a presenga de um unico hidrogénio (simpleto) no anel A. Ainda, o valor de
deslocamento quimico de um dos grupos hidroxila em dH 12,52 é sugestivo da

presencga de uma hidroxila quelatogénica na posi¢cao 5 (Figura 30).

Figura 29: Espectro de RMN de 'H de F7 em DMSO-d6 (400 MHz)
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Figura 30: Esquemas de possiveis estruturas para o derivado da fragéo F7
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A analise do mapa de contornos HSQC (Figura 31) indicou a correlagao dos sinais de

hidrogénio do anel aromatico p-dissubstituido (6H 7,11 e 8,14 ppm), com as

ressonancias dos carbonos em dC 113,8 ppm (C3’ e C5’) e 129,1 ppm (C2’ e C6’),

respectivamente, enquanto o sinal em 6H 6,57 ppm apresentou correlagao com o sinal

de carbono em &6C 93,5 ppm. Ja para os grupos metoxila (8H 3,77 e 3,85 ppm),

observou-se a correlagado dos sinais com as ressonancias dos carbonos em &C 59,8;

55,1,

respectivamente.

Figura 31: Mapa de contornos HSQC obtido para F7 em DMSO-d6 (400 MHz para 'H)
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O mapa de correlagbes heteronucleares HMBC foi decisivo para determinar a
estrutura de forma inequivoca do flavonol isolado no presente trabalho. Pode-se
observar as correlagdes entre os sinais de H-3’ e H-5" (dH 7,11 ppm) e os sinais dos
carbonos C4’ (6C 160,4 ppm) e C1’ (dC 123,2 ppm). Adicionalmente, pode-se
observar as correlagées dos sinais de H-2’ e H-6' (6H 8,14 ppm) com os sinais dos
carbonos C2 (6C 146,4 ppm) e C4’ (6C 160,4 ppm). O sinal referente ao simpleto do
grupo metila (&H 3,85 ppm) apresentou correlagdo com o sinal do carbono atribuido a
C4’, fixando um grupo metila ligado a essa posicao (Figura 32). Desta forma, pode-
se atribuir todos os sinais de carbonos presentes no anel B do flavonol, acrescido do
sinal referente ao carbono C2. Assim, pode-se minimizar o numero de estruturas

quimicas possiveis para o derivado flavonol (Figura 33).

Figura 32: Mapa de contornos HMBC (14Hz) obtido para F7 em DMSO-d6 (400 MHz para H)

Sinal de H H.O
H-2’ H-3’ aromatico 2
(simpleto) -OMe I
5-OH OH OH H-6’ H-5’ / -OMe ] DMSO
) — o\ A _Jl.,l._/ ‘\- J-‘ 0
40
B0
850
l\:\l
cTr B
c2’/ce’ - 12

c4 cy c4




108

Figura 33: Esquemas de possiveis estruturas para o derivado da fragdo F7
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O sinal referente ao outro simpleto do grupo metoxila (dH 3,77 ppm) apresentou
correlagdo com o sinal do carbono atribuido a C6 (6C 130,8 ppm), fixando um grupo
metoxila ligado a essa posi¢cdo (Figura 34). Biossinteticamente, a presenga de
funcdes oxigenadas com padrao de substituigdo meta no anel A sdo esperadas devido
a rota biossintética do acetato, a partir do malonil-Coa (HALBWIRTH, 2010). No caso
desse flavonol isolado, observa-se um padrao de substituicdo do anel A pouco
frequente, com um grupo metoxila em C6. Substituintes do anel A podem ser
introduzidos na posi¢cado 6 por enzimas especificas, como € o caso da deoxigenase
dependente de 2-oxoglutarato, responsavel pela 6-hidroxilacdo de flavondis
parcialmente metilados na planta semiaquatica Chrysosplenium americanum
(ANZELLOTTI; IBRAHIM, 2000; ANZELLOTTI; IBRAHIM, 2004). O sinal atribuido ao
carbono metoxilado C6 (6C 130,8 ppm) apresentou sinais de correlagdo com o sinal
da hidroxila quelatogénica 5-OH (6H 12,53 ppm) e com o sinal referente ao unico
hidrogénio do anel A (6H 6,57 ppm) (Figura 34).
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Figura 34: Mapa de contornos HMBC (14Hz) obtido para F7 em DMSO-d6 (400 MHz para 'H)
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Desta forma, pode-se descartar as estruturas quimicas que indicam a presenga de um

grupo metoxila na posi¢cao C3 (Figura 33-2), pois a posi¢ao desse substituinte no anel

C inviabiliza a presenca dessas correlagdes. Como consequéncia, existem apenas

duas estruturas possiveis para o derivado flavonol isolado no presente trabalho

(Figura 35).

Figura 35: Esquemas de possiveis estruturas para o derivado da fragéo F7
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O experimento HMBC apresentou adicionalmente as correlagdes do sinal atribuido a

hidroxila quelatogénica em 5-OH (6H 12,53 ppm) com os seguintes sinais de carbono:
C4 (dC 176,2 ppm), C5 (6C 151,7 ppm), C7 (dC 157,2 ppm), C9 (6C 151,7 ppm) e
C10 (6C 103,5 ppm) (Figuras 36 e 37).

Figura 36: Mapa de contornos HMBC (3 Hz) obtido para F7 em DMSO-d6 (400 MHz para 'H)
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Figura 37: Secéo expandida da regido da hidroxila quelatogénica (5-OH) do mapa de contornos
HMBC (3 Hz) obtido para F7 em DMSO-d6 (400 MHz para 'H)

e c10

C9/C5

O hidrogénio aromatico (6H 6,57 ppm) também apresentou manchas de correlagao
com os carbonos C6, C7, C9 e C10 (Figura 38), indicando a atribuicdo desse
hidrogénio em C8, que pode ser confirmada com base na comparagao cuidadosa dos
dados RMN obtidos no presente trabalho com aqueles publicados para o betuletol
(Tabela 16). A hidroxila em C7 demonstra que o padrdao de oxigenacao meta
(oxigenacao em C5, C7) é observado no anel A do flavonol (HALBWIRTH, 2010).
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Figura 38: Mapa de contornos HMBC (14Hz) obtido para F7 em DMSO-d6 (400 MHz para 'H)
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Tabela 16: Dados de RMN de 'H de F7 (DMSO-ds; 400 MHz), atribuicdes dos sinais de °C e

comparag¢ao com dados da literatura

E7 Betuletol **
Posicao SH (ppm) J (Hz) 5C (ppm)* 5C (ppm)
2 - - 146,4 146,3
3 - - - 135,7
4 - - 176,2 176,2
5 - - 151,7 151,7
6 - - 130,8 130,8
7 - - 157,2 157,2
8 6,57 s - 93,5 93,8
9 - - 151,7 151,4
10 - - 103,5 103,4
1’ - - 123,2 123,2
2 8,14 d 8,0 129,1 129,3
3 7.11d 8,0 113,8 113,9
4 - - 160,4 160,4
5’ 7.11d 8,0 113,8 113,9
6 8,14 d 8,0 129,1 129,3
6-OMe 3,77 s - 59,8 59.9
4’-OMe 3,85s - 55,1 55,3
5-OH 12,53 - - -

d: dupleto; s: simpleto
*Atribuidos pela analise dos espectros nesse trabalho

** Referéncia: Horie et al. (1998) ('*C RMN 100.4 MHz, DMSO-ds)

A Tabela 17 e a Figura 39 mostram de forma concisa todas as correlagbes

heteronucleares 'H-'3C observadas nos mapas de contorno HMBC.
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Tabela 17: Correlagées heteronucleares 'H-13C observadas nos mapas de contornos HMBC para F7
(DMSO-d6; 400 MHz)

F7
1H 13¢
8 6,7,9,10
2 2,4,06
6’ 2,4,2
3,5 1,4
6-OMe 6
4’-OMe 4
5-OH 4,5,6,7,9,10

Figura 39: Correlagdes 'H -13C observadas no mapa de contornos HMBC (via J2, J3 e J*) obtido para
F7.

9

OH o

*As correlagbes correspondentes a H-2' e H-5 citadas na Tabela 17 ndo foram demonstradas, por serem as

mesmas representadas por H-6’ e H-3’, respectivamente.

Através do mapa de contorno NOESY (Figura 40), foi possivel observar a correlagéao
entre os hidrogénios do grupo metila em dH 3,85 e os prétons aromaticos em 6H 7,11,

comprovando novamente a presenca de um substituinte metoxila em C4’, no anel B.
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Figura 40: Mapa de contornos NOESY de F7 em DMSO-d6 (400 MHz)
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A analise conjunta dos dados espectroscopicos permitiu a identificagao inequivoca do
composto isolado, que possui dois grupos metoxilas (em C4’ e em C6) e trés hidroxilas
(em C3, C5 e C7) e é denominado 3,5,7-tri-hidroxi-6,4'-dimetoxi-flavona ou betuletol
(67) (PubChem). Os deslocamentos quimicos dos carbonos que foram relatados
correspondem aos dados descritos por Horie et al. (1998), que avaliaram
sistematicamente os espectros de RMN de '3C de diversas flavonas que possuiam
uma metoxila na posi¢cao C4’. Ressalta-se que o unico carbono na qual nao foi obtido

o deslocamento quimico é carbono C3, que esta localizado no anel C.
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Dentre os isdmeros dimetoxilados dessa substancia que ja foram isolados de espécies
de Baccharis estdo a 5,7,4’-tri-hidroxi-6,3’-dimetoxi-flavona (jaceosidina (68)) e a
5,7,3'- tri-hidroxi-6,4’-dimetoxi-flavona (desmetoxicentaureidina (69)), encontrados em
B. grisebachii e B. gaudichaudiana; a 5,3’,4’- tri-hidroxi-6,7-dimetoxi-flavona (cirsiliol
(70)), encontrado em B. rufescens e a 4'5,7-tri-hidroxi-6,8-dimetoxi-flavona
(dimetoxisudachitina (71)), encontrada em B. grisebachii (TAPIA et al., 2004; AKAIKE
et al., 2003; SIMIRGIOTIS et al., 2003).

(70) (71)

O betuletol (67) ja foi identificado por LC-MS em brotos de B. dracunculifolia e isolado
do extrato metandlico de prépolis brasileira (MIDORIKAWA et al., 2003), apresentando
atividade citotéxica frente as linhagens HT-1080 (fibrosarcoma) e célon L5-26 (células
de carcinoma de cdlon murino) com valores de EDso de 5,83 e 4,95 ug/mL,
respectivamente (BANSKOTA et al., 1998).

Segundo Rubio et al. (2006), o betuletol-3-metil-eter, derivado do betuletol (67),
apresentou potente atividade citotoxica frente a linhagem HL-60 (leucemia
promielocitica), com Clso de 1,80 uM e também frente a outras linhagens tumorais
humanas como A431 (carcinoma epidermoide) (Clso = 3,00 uM), HelLa (carcinoma
cervical) (Clso = 9,1 yM), SK-OV-3 (carcinoma de ovario) (Clso = 21 yM) e HOS

(osteosarcoma) (Clso = 6,8 uM). Posteriormente foi demonstrado que esse mesmo
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derivado também apresentou citotoxicidade a células que superexpressavam as
proteinas anti-apoptéticas Bcl-2 e Bel-xL e frente a diferentes linhagens de leucemia
humana, tais como U937 (linfoma histiocitico humano), K-562 (leucemia mieloide
cronica), THP-1 (leucemia monocitica humana), Jurkat (células de leucemia T) e Molt-3
(leucemia linfoblastica aguda) (RUBIO et al., 2010).
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6 CONCLUSOES

Na triagem para atividade citotoxica dos 14 extratos selecionados, todos de espécies
de Baccharis, dois mostraram-se promissores frente a linhagem tumoral utilizada
(A549). A desreplicacdo dos extratos mais ativos (o de Baccharis imbricata e o de
Baccharis megapotamica), e das respectivas fragdes, feita através da analise em
UPLC-ESI-MS/MS, levou a identificagao de alguns metabdlitos secundarios das duas

especies, dentre eles compostos fendlicos e flavonoides.

O fracionamento biomonitorado dos extratos permitiu a selegcao das fragdes mais
ativas e, a avaliacao dessas frente a cultura de fibroblastos gengivais humanos, levou
a escolha da fragao diclorometénica (Fr. Dcm) de B. imbricata, por apresentar menor
citotoxicidade frente as células saudaveis e maior rendimento extrativo. Com
posteriores refracionamentos de Fr. Dcm, foi possivel isolar e identificar o flavonol
betuletol. Essa substancia ja foi relatada na literatura, porém pela primeira vez foi

isolada dessa espécie de Baccharis.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Posteriormente, as demais substancias das duas fragdes DCM 1 e DCM 2 serdo
isoladas e identificadas, dando prosseguimento a caracterizacdo dos metabdlitos
secundarios de B. imbricata. Além disso, o betuletol, sera testado nos modelos de
células tumorais utilizados (A459, HepG2 e DU145), para avaliagdo do potencial

citotoxico.
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APENDICE A: Cromatogramas, obtidos por UPLC-DAD, dos extratos de partes aéreas de Baccharis
myriocephala (Serra da Calgada), Baccharis altimontana (Parque Nacional do Caparad) e Baccharis

hemiptera (Parque Nacional do Caparad)
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1.8e+2
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APENDICE B: Comparacao dos cromatogramas, obtidos por UPLC-DAD, dos extratos de folhas e

caules de Baccharis reticularia (Serra da Calgada)
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APENDICE C: Comparacao dos cromatogramas, obtidos por UPLC-DAD, dos extratos de folhas e

caules de Baccharis retusa e Baccharis calvescens (Serra da Calgada)
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APENDICE D: Comparacéo dos cromatogramas, obtidos por UPLC-DAD, dos extratos de folhas e

caules de Baccharis imbricata e Baccharis magnifica (Parque Nacional do Caparad)
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APENDICE E: Comparacdo dos cromatogramas, obtidos por UPLC-DAD, dos extratos de folhas e

caules de Baccharis megapotamica e Baccharis parvidentata (Parque Nacional do Caparad)
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APENDICE F: Comparacéao dos cromatogramas, obtidos por UPLC-DAD, dos extratos de folhas e
caules de Baccharis parvidentata (Parque Nacional do Caparad)
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APENDICE G: Comparacéo dos cromatogramas, obtidos por UPLC-DAD, dos extratos de folhas e

caules de Baccharis platypoda (Parque Nacional do Caparad)
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APENDICE H: Comparacéo dos cromatogramas, obtidos por UPLC-DAD, dos extratos de folhas de

diferentes amostras de Baccharis reticularia (Serra da Calgada) e Baccharis calvescens (Parque

Nacional do Caparad)
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APENDICE I: Comparacédo dos cromatogramas, obtidos por UPLC-DAD, dos extratos de folhas de

3 060

diferentes amostras de Baccharis parvidentata (Parque Nacional do Caparad)
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APENDICE J: Comparacéo dos cromatogramas, obtidos por UPLC-DAD, dos extratos de folhas de

AU

diferentes amostras de Baccharis platypoda (Parque Nacional do Caparad)
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