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RESUMO

Arctium lappal. pertencente a familidsteraceaeé uma planta introduzida do Japéo e
aclimatada no Brasil, e é utilizada na medicinaupanpem todo mundo na cura de diversas
doencas. Estudos mostram que as partes estudadas sadizes e frutos, sendo que estes
apresentam diversas atividades biol6gicas denag ahtitumoral, antioxidante, antiviral,
capacidade hepatoprotetora, entre outras. Porardosstom suas folhas sdo escassos. Este
trabalho teve por objetivo coletar e identificaespécie vegetal, assim como a avaliacao
antiproliferativain vitro de extratos bruto (EB) e semipurificado, e de sulusas isoladas em
células Caco-2. A espécie vegetal foi confirmadagoonparagdo com o tipo nomenclatural
como sendd@rctium lappaL. A partir das folhas secas e cominuidag\d&ppa produziu-se

o EB com solucéo hidroetandlica 50%, por turboegimedurante 15 min. O ensaio em células
Caco-2 resultou em atividade de 4347,6 pg/mL. Em seguida o EB foi particionado com
hexano, acetato de etilanebutanol, sendo que a fragdo acetato de etila (FAE@sentou
atividade antiproliferativa de Gg24,7 pg/mL. A FAE foi submetida & cromatografgulta

a vacuo (CLV) contendo gel de silica, empreganddhgsos sistemas eluente de polaridade
crescente, sendo que a subfracdo acetato de ptdaeatou o melhor resultado comsgC
21,9 pg/mL frente as células Caco-2. A subfrac@adeamente cromatografada por meio de
cromatografia “flash” em gel de silica, isolando&& substancias onopordopicring), (
dehidromelitensina-8-(sidroximetacrilato) 2), dehidromelitensina 3§, melitensina (4),
dehidrovomifoliol (5) e loliolida 6). As substanciag, 3, 4 e 5 foram identificadas pela
primeira vez na espeécie. A substancia onopordogicapresentou Gg 19,7 pg/mL,
demonstrando ser uma possivel droga de eleicdonpams estudos em outras linhagens de

células.

Palavras-chaveArctium lappa Asteraceag células Caco-2, onopordopicrina, lactonas

sesquiterpénicas.



ABSTRACT

Arctium lappal. the Asteraceadamily is a plant introduced from Japan and calid in
Brazil, and is used in folk medicine around the ld/on “curing” various diseases. Studies
show that the parties studied are the roots anits freince they show various biological
activities among them anticancer, antioxidant, vamati, hepatoprotective capacity, among
others. But studies of their leaves are scarces $tudy aims to collect and identify plant
species, as well as evaluation of in vitro antipechtive crude (CE) and semipurified
extracts, and isolated compounds in Caco-2 celle plant species was confirmed by
comparison with the nomenclatural typefastium lappalL. From the dry and comminuted
leavesA. lappa produced to the CE solution with 50% hydro,ttoboextraction for 15 min.
The test in Caco-2 cells showed activity ofsg@47.6 mg/mL. Then the CE was partitioned
with hexane, ethyl acetate anubutanol. The ethyl acetate fraction (EAF) showed
antiproliferative activity of Cey 24.7 g/mL. The EAF was submitted to vacuum liquid
chromatography (VLC) containing silicagel, usingrisas solvent systems of increasing
polarity, and the ethyl acetate subfraction (EABI®)wed the best result with ¢21.9 g/mL
against the Caco-2. The subfraction EAFS was furtheomatographed by chromatography
"flash” silicagel, and the compounds isolated waspordopicrin {), dehidromelitensin-8-
(4-hidroxy-metacrylate)2), dehidromelitensin3), melitensin 4) , dehidrovomifoliol ) and
loliolide (6) weve isolated. The compounds 2, 3, 4 and 5 Westeidentified in the species.
The compound onopordopicrin showed asg£ 19.7 g/mL, demonstrating to be a possible

drug of choice for further studies in other ceiks.

Keywords:Arctium lappa AsteraceagCaco-2 cells, onopordopicrin, sesquiterpene feso
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais sao utilizadas pelo homenpreaencdo e no tratamento de
diversas doencas, desde a antiguidade aos tempdermos (YAMASHITA, 2006). As
propriedades terapéuticas de determinadas plaotashfdescobertas e propagadas pelas
geracoes, por meio da observacao e da experimentat@s povos primitivos, fazendo parte
da cultura popular (TUROLLA, 2004). Os principaisogiutos ativos com propriedades
medicinais sdo oriundos, principalmente, do metalal secundario vegetal. As plantas
medicinais se destacam como grande fonte de neeassos terapéuticos, e é a partir destas
que a industria farmacéutica desenvolve os medicE®m¢SANTOS, 2007).

Nas duas ultimas décadas, a necessidade de deser@rab de novos medicamentos
tem provocado o aumento do uso de produtos medic@naase de plantas em diversos paises
(TUROLLA, 2004; YAMASHITA, 2006). Este aumento temnstigado consumidores,
governos, profissionais da area de saude a busaai@macdes sobre eficacia, qualidade e a
seguranca do uso destas plantas. Isto tem incdatpasquisas cientificas em diversas areas
do conhecimento com o objetivo de avaliar a toxdel efeitos colaterais, contra-indicacdes,
mutagenicidade, entre outras, de plantas medicinbEm como realizar ensaios
farmacoldgicos e clinicos que comprovem sua eic@AMASHITA, 2006).

Grande numero de empresas farmacéuticas, incluahgicns dos maiores grupos
farmacéuticos mundiais, esta investindo neste seigmior esta razao, as plantas medicinais
desempenham hoje um papel muito importante na @estarmacoldgica, ndo apenas pela
utilizacdo direta de seus constituintes como aget@i@péuticos, mas como precursores na
sintese de novas drogas e de compostos farmacntogite ativos (TUROLLA, 2004).

Outro fator relevante € que mesmo com o crescimbrddaboratorios farmacéuticos
e o desenvolvimento dos farmacos sintéticos, aggdanedicinais permanecem como uma
forma alternativa de tratamento em varias partesndado. Sendo assim, alguns grupos
farmacéuticos passaram a desenvolver esforcos desltgpara o aprimoramento de
medicamentos fitoterapicos e sua producdo em esnodlastrial. O novo avanco dos
medicamentos fitoterapicos, longe de ser uma \altpassado, caracteriza-se pela busca de
uma producdo em escala industrial, diferentemeagefamas artesanais que caracterizaram

0s estagios iniciais de sua utilizacdo (TUROLLAQZ0



O “renascimento” dos fitoterapicos cria oportunekaghara a industria farmacéutica
brasileira. Desde a expansdo dos farmacos sirgéiquartir de grandes laboratérios que os
produzem em escala mundial, o Brasil esteve a mmadgeprocesso de desenvolvimento de
novos farmacos. Nas ultimas décadas, a indUstmaafsutica instalada no pais tornou-se
bem desenvolvida na produgcdo de especialidadesadéuticas, mas € quase ausente o
desenvolvimento e producdo de novos farmacos, @ @uelevado volume de capital
envolvido nesta area esta concentrado em grandepachias com base mundial de
producado, o que impde barreiras de dificil trang@osa entrada de novas empresas. Para o
desenvolvimento de fitofarmacos, entretanto, agéa pode ser diferente.

O Brasil, por sua vez possui a maior biodiversidaae plantas do planeta
(TUROLLA, 2004; BIAZUS, 2008), ou seja, cerca d&®do nimero total de espécies do
mundo, pode, desta forma, sobressair-se no cenarimndial da producdo de
fitomedicamentos (SANTOS, 2007). Também possui ecintento popular em relagdo a
propriedade medicinal de muitas ervas e plantagpqderiam balizar o desenvolvimento de
novos medicamentos. Além disso, diversas univaisglébrasileiras possuem grupos de
pesquisas em fitoterapicos, que estudam as platgasuas regibes e descobrem suas
propriedades farmacologicas em laboratério (BIAZP®)8). Além da capacidade cientifica
que poderd permitir o seu avangco em direcdo adelsémento de fitoterdpicos, este € um
segmento promissor da induastria farmacéutica mundatro fator € que, o aspecto
econdmico justifica a intensificacdo dos esforcespesquisa de fitoterapicos no Brasil
(TUROLLA, 2004), pois este € um dos setores que cra@sce, e representa cerca de 24% do
faturamento bruto das industrias (SANTOS, 2007).

O crescente mercado de fitoterapicos, aliado aenp@l natural brasileiro com a sua
biodiversidade e o conhecimento popular, pode permi desenvolvimento de novos
produtos e medicamentos inovadores (BIAZUS, 2008).

A importancia dos produtos naturais para o desgimaehto de novos farmacos fica
evidente quando se observa que 40% dos medicamdisfoeniveis na terapéutica atual
foram desenvolvidos a partir de fontes naturai®q2e plantas, 13% de microrganismos e
3% de animais) (SANTOS, 2007).

A industria pode encontrar na natureza uma fonésgotavel de novas estruturas
guimicas a serem descobertas e, como consequéasinvolver novos medicamentos que
serdo possiveis alternativas terapéuticas paraataniento de doencas que ainda nao

apresentam cura ou tratamento adequado (SANTOS).200



Por outro lado, a industrializacdo e a urbanizag@acompanhadas de modificagbes
nos habitos de vida das pessoas. Os aspectosntetemn estilo de vida das populacfes
devem receber atencdo quanto a sua possivel pacid em processos carcinogénicos; a
persisténcia, a intensificacdo e a introducdo deosidhabitos podem colaborar com o
desenvolvimento das neoplasias malignas (VACCAREZZN7).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OBlI$gda ano surgem nove
milhdes de novos casos de cancer no mundo. NolBsagundo o Ministério da Saude, mais
de 500 mil novos casos de cancer surgem por ampraximadamente 100 mil pessoas
morrem anualmente (INCA, 2007). Contudo, apesaradi@dade de farmacos existentes para
o tratamento de diferentes tipos de céncer, praderaferentes a baixa seletividade dos
antineoplasicos e ao fendtipo de resisténcia aiptagtdrogas dao sustentacédo para a busca
por novas moléculas com propriedades antiproliferat(FROTA JUNIOR, 2008). Com este
intuito tem-se que mais de 60% dos agentes quirajutms aprovados e 60-80% das novas
drogas antibacterianas e anticancer derivaramatlifms naturais (SANTOS, 2007).

Devido a necessidade de busca de novas drogas pgarabate ao cancer Aactium
lappal. (Asteraceagvem sendo estudada por diversos grupos de pasquigrimeiro relato
da literatura envolvido com atividade antitumorai fealizado por Foldeak e Dombradi
(1964). Em teste de carcinogénese tumoral em camngod, induzido por 7,12-dimetil-
benzatraceno, a bardana apresentou efeito ant@liWsANG et al., 2005). Este efeito deve-
se provavelmente a presenca das lignanas arctegéie arctiina 2) (Figura 1) (LIMA et
al., 2006). Recentemente, foi relatado que a meciiiduz a inibicdo do crescimento do cancer
de préstata em células PC-3 em humanos. A protéhiaa D1, a qual é expressa em varios
tipos de células tumorais humanas, pode ser reguylakh arctiina, contribuindo assim pelo

menos em parte para seu efeito anti-proliferatATSUZAKI et al., 2008).

CH,0

RO 1R=H

2 R = -D-glucopiranosil

Figura 1 - Estrutura quimica da arctigenir € arctiina ).
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Com base nestes dados este trabalho propde proekizatos, purificar e isolar
substancias das folhas Aectium lappal. e avaliar suas propriedades antiproliferatieas

células Caco-2.

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 FAMILIA ASTERACEAE

Esta familia compreende cerca de 1.600 géneros aymmoximadamente 23.000
espécies. No Brasil a familia também esta bem septada, ocorrendo aproximadamente 300
géneros e 2.000 espécies (SOUZA; LORENZI, 2009)dmeportanto a maior familia das
Angiospermas. As plantas sdo de hébito muito variapresentando-se como: ervas,
subarbustos, trepadeiras ou excepcionalmente &tvArgrande maioria dos géneros (cerca
de 98%) é constituida por plantas de pequeno Ay, 2005).

No entanto @Asteraceaeé particularmente comum nas formacgdes abertasralsl B
principalmente no cerrado, onde se destacam espéeigolea e Aspilia. Nos campos séo
frequentes espécies déernonia, Baccharise Senecio Nos campos rupestres destaca-se
Lychnophora com porte geralmente arbustivo e folhas rigidasdo um dos elementos de
maior destague neste tipo de vegetacdo. No intdasrflorestas densas Asteraceaesao
pouco comuns e apenas alguns géneros, daraoostemmaodem ser encontrados. Ja em
florestas secundarias podem ser relativamente cgnespecialmente espécies arbustivas ou
arbéreas d¥ernonig como assa-peix&/( polyanthes(SOUZA; LORENZI, 2005).

Dentre alguns géneros que foram introduzidos naiBr@amos oArctium (SOUZA;
LORENZI, 2005), uma espécie deste género produgaknaizes tuberosas, conhecida como

bardana ou ainda “gobo” pelos japoneses (JOLY, 2005

2.2 GENERQARCTIUM

Kharlamov et al. (1968), realizaram os primeirdsi@ss farmacogndsticos dectium
tomentosunMill., e Arctium leiospermunduz. et Serg. Em 1971, Saleh e Bohm detectaram
flavonéides enArctium minugHill) Bernh. (Compositag

Elevada quantidade de substancias pécticas, cerch9% de massa Umida, foi
detectada nas folhas e caulesAdetium sp. A pectina em po6 obtida apresentou-se na cor
cinza claro, onde a producdo total foi de 17% dassmaseca da matéria-prima
(MKRTCHIAN; SNAPIAN; NIKOGOSIAN, 1998).
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As sementes dé&. tomentosurmapresentaram efeitos sobre a secrec¢do gastrica em
ratos, onde diferencas na acdo sobre a musculigardo estbmago e do intestino foram
detectadas (OS’KINA et al., 1999).

Oleo das sementes ée minusfoi analisado para verificacéo de acidos graxosem
composicdo (TSEVEGSUREN; AITZETMULLER; VOSMANN, 199

Uma formulagdo topica contendo extrato das raizmeé.dmajusapresentou baixa
capacidade antioxidante e na captura de radivags|{DIl MAMBRO; FONSECA, 2005).

2.3ARCTIUM LAPPA

A Articum lappa L. é conhecida no Brasil como bardana, erva-dos-togjos
pegamassa (HOLETZ et al., 2002; SANTOS, 2007),apazho-de-carneiro e carrapicho-
grande (HOLETZ et al., 2002), orelha de gigantegdmaa-maior (Figura 2). E distinguida no
Japado como gobo e, denominada nos paises de Bsgaahola como lampazo, bardane na
Franca e burdock nos paises de lingua inglesa (88\2007). No Brasil seu crescimento é
vigoroso, sendo considerada uma espécie daninlperares e em terrenos baldios na regiédo
sul (HOLETZ et al., 2002).

Figura 2 -Arctium lappa folhas. Foto: Fabio Bahls Machado, 2009.
Em 1955, Browinska-Szmalowa apresentou um estudmes@ diferenciacdo

macroscopica dé. lappal. Esta é uma planta perene, originaria da Europ&mpmmnte a
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familia Asteraceae(HOLETZ et al., 2002), cresce preferencialmente mgides com
temperatura média de 16 e 22 °C (HOLETZ et al. 3p@0¢é cultivada ha muito tempo no
Japao e Taiwan, sendo consumidaatura(LIMA et al., 2006).

A bardana caracteriza-se por apresentar folhaslgsam flores arroxeadas, chegando
até 2,5 metros de altura (HOLETZ et al., 2002).sSimdhas podem medir até 40 cm de
comprimento, j& as raizes podem chegar a 1,2 nmodienplidade no solo comtiametro de 1
cm, sendo carnosas, fusiformes, brancas internangepardas externamente. A coleta deve
ser realizada antes da floracdo, pois as propmsdaerapéuticas sdo reduzidas com o
amadurecimento das raizes. Os autores divergentogaarperiodo adequado para a coleta.
Enquanto Holetz e colaboradores (2003) defendemaqgoienta necessita de periodos frios
para florescer, Santos (2007) propde que a florge@mente ocorra no verdo. Por sua vez
as flores e frutos sdo formados apos o segunddenoltivo (SANTOS, 2007).

Esta planta contém diversos constituintes, pritcipate as lignanas arctiin@)( e
arctigenina 1) (OMAKI; YAKUGAKU, 1935; YAMANOUCHI et al., 1976;HAN et al.,
1992; SUN; SHA; GAO, 1992; SUN; SHA; YUAN, 1993; Miket al., 1994; MORITANI et
al., 1996; MING et al., 2004; LU et al., 2007) enenor quantidade. Um dos primeiros
relatos da substéancia arctigenina foi em 1929 pord8la e Yakugaku. Arctiina e arctigenina
obtidas das sementes foram caracterizadas e usadas padrbes para determinagdo em
droga bruta por cromatografia liquida de alta éficia (CLAE). (SUN; SHA; GAO, 1992).

Das sementes isolaram-se também as lignanastigigrioa (HAN et al., 1994; PARK et
al., 2007), neoarctina (WANG; YANG, 1993; YONG; GQJU, 2007), lapaol, matairesinol,
daucosterol (WANG; YANG, 1993), lappaol C, lappébk lappaol F (PARK et al., 2007).
Suas raizes contém inulina (45-60%), mucilagesias sesquiterpénicas, acidos fendlicos
(acido cafeico e derivados, acido clorogénico elasogénico), 0leo essencial, poliacetilenos
(acido arético, arctinona, arctinol, arctinal), itms e flavonoides (baicalina) (SANTOS,
2007). Das folhas foram isolados diversos compodtodre eles estdo os germacranolideos
onopordopicring3) (BARBOSA-FILHO et al., 1993; SAVINA et al2006), arctiopicrina(4)

e um derivado da arctiopicrirgd) (Figura 3) (SAVINA et al., 2006).

Variacbes de acido clorogénico e acido cafeico ipdms da raiz com casca da
bardana, com e sem tratamento de calor, raiz destasom e sem tratamento de calor foram
analisados por CLAE. Verificou-se que estes compi@se estdo presentes em maior
quantidade na pele da raiz da bardana e que eeiddi@cido clorogénico era mais elevado

que o do acido cafeico (CHEN; WU; CHEN, 2004).
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3) (4) (5)

Figura 3 - Estrutura quimica da onopordopicrir3, (arctiopicrina 4) e um derivado de

arctiopicrina ).

2.4 ATIVIDADES FARMACOLOGICAS
2.4.1 Antioxidante

Vérias evidéncias experimentais apontam atividadi®xidante para a bardana. Esta
acdo foi considerada como o mecanismo respons@&elhepatoprotecdo observada apos
hepatotoxicidade induzida pelo acetaminofeno, dietrato de carbono (Cg}le etanol em
ratos (SANTQOS, 2007).

O extrato metanodlico da bardana e seus componedtes) clorogénico e acido
cafeico mostraram atividade antioxidante signifi@atfrente a macréfagos RAW 264,7
(WANG et al., 2006). Observou-se atividade antierig dos extratos das raizes da bardana
onde o extrato bruto etandlico foi mais potente quextrato bruto cloroférmico na
capacidade sequestradora de radicais livres, sobraétodo de DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazila) (SANTOS, 2007). Produtos isoladosmo as lignanas arctigenind) (e
arctiina @) encontradas predominantemente nas raizes e fagi@sentaram propriedade
antioxidante, bem como o extrato etanélico dasalliLIMA et al., 2006).

De acordo com Chen e colaboradores (2004), a bamlagsui atividade significativa
no sequestro de radicais livres, sendo que esttribuida aos acidos clorogénico e caféico,

apresentando atividade mais elevada que a vitafina

2.4.2 Antimicrobiana

A planta possui propriedades antibacteriana (MORIT&t al., 1996; KARDOSOVA
et al., 2003) e antifungica (MORITANI et al., 199@)m especial anticandida (HOLETZ et

al., 2002). Os extratos etandlicos das folhas efldass da bardana apresentam atividade
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contra bactérias Gram-positivas como, por exenfplaphylococus aureus bacilos Gram-
negativosShigella sonnek Shigella flexngi enquanto 0 mesmo extrato obtido da raiz s6
apresentou atividade contra cepas Gram-negativ@$.EfZ et al., 2003). Brasileiro et al.
(2006) confirmaram a atividade cont&aphylococus aureush atividade antibacteriana
também foi demonstrada para a raiz (CHEN et a4R0

Segundo Pereira et al. (2005) os constituintedalags da fracdo hexanica a partir do
extrato bruto e suas sub-fracbes exibiram grandenp@l de inibicdo microbian@a vitro
contraStaphylococcus aureuBseudomonas aeruginos@andida albicansmicrorganismos
comumente encontrados em infec¢gées endodonticasad-acetato de etila obtida das folhas
deA. lappainibiu o crescimento dBseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Lactdlaci

acidophilus, Streptococcus mutam€andida albican§GENTIL et al., 2006).

2.4.3 Antiinflamatoéria

A bardana também é empregada no tratamento deatogril@matérias (MORITANI
et al., 1996; HOLETZ et al., 2002; CHEN et al., 200IMA et al., 2006). Para Park et al.
(2007), algumas lignanas isoladas desta plantanp@@e candidatas valiosas no tratamento
de varias doencas inflamatérias. O extrato brutosdas raizes apresentou diminuicdo
significativa em edemas de patas de ratos e atigida captura de radicais livres (LIN et al.,
1996; CHEN et al., 2004; SANTOS, 2007), sendo e&éo atribuido a alguns compostos
predominantes nas raizes e frutos da planta, cenfigreanas arctigenind) e a arctiina?)
(LIMA et al.,, 2006). Ela também é usada na medigwpular para alivio de garganta
inflamada e na diminuicéo de inchaco (WANG et2005).

Seu extrato bruto metandlico (EBM) suprimiu sigrafivamente a producéo de oxido
nitrico em macréfagos RAW 264.7, podendo desta dorimfluenciar na atividade
antiinflamatdria em paredes vasculares e preveswolucdo da aterosclerose. Provavelmente
o EBM pode modular a oxidacao da lipoproteina deabdensidade (LDL) e a producéo de

oxido nitrico no organismo humano (WANG et al., 00

2.4.4 Antitumoral

A atividade antitumoral de suas fracbes foi inmi@hte descrita por Foldeak e
Dombrédi (1964)0 efeito € atribuido provavelmente a presencaigaarias arctigenindl)

e arctiina 2) (LIMA et al, 2006). A arctiina isolada das sementes desta pfantvaliada
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guanto a capacidade quimioprotetora, apresentaf@to grotetor na carcinogénese de
glandula mamaéria de ratas, induzida por PhIP (Zvashimetil-6-fenilimidazol [4,5]
piridina). Observou-se pouca influéncia na hepatatagénese induzida em ratos por MelQx
(2-amino-3, 8-dimetilimidazol [4,5] quinoxalina)ersdo que o PhIP é considerado um
carcindégeno pancreético fra¢bdlIROSE et al., 2000). Acredita-se que o acidoagénico
potencialize a citotoxicidade da arctigenina (MORNI et al., 1996).

As células tumorais geralmente proliferam-se rapgl#e e sua exigéncia de
nutrientes essenciais, assim como oxigénio, sesywrede o0 estoque devido ao crescimento
desregulado e ao estoque vascular insuficientepedprio para isto (AWALE et al., 2006).
Porém, células cancerigenas mostram uma capaditaeeate de tolerar condi¢cdes extremas,
modulando seu metabolismo energético. Desta manpinzar células cancerigenas de
nutrientes pode ser uma estratégia no desenvoltongenuma droga anticancerigena.

Awale e col. (2006) demonstraram que o extratoodichetano deA. lappa exibiu
100% de citotoxicidade na privagdo nutricional nuowecentragdo de 50 pg/mL. Apos
isolamento, a substancia identificada como cit@a#xoi a arctigeninal] e esta apresentou
100% de citotoxicidade em células privadas de enites na concentracdo de 0,01 pg/mL. A
lignana arctigenina atenuou a proliferacéo de timé§ B e T, e a producdo de TNHRfator
alfa de necrose tumoral) estimulada por lipopotisddeos (LPS) em macréfagos (SANTOS,
2007). Esta por sua vez mostrou-se com uma paaéinidade antiproliferativa contra células
MH60 (ICso: 1,0 pM) e esta atividade foi sugerida devido a apoptddATSUMOTO;
HOSONO-NISHIYAMA; YAMADA, 2006). Segundo Ishihard al. (2006), arctigeninal}
pareceu ser um novo regulador da supressédo destaspo choque, podendo ser Util para
hipertermia na terapia do cancer.

No entanto, a arctiina2) ndo apresentou efeito significativo na carcinegénde
prostata em ratos transgénicos SV 40 Tag (ZENG, &005).

Ming e colaboradores (2004) relataram que a asctiausa inibicdo do crescimento do
cancer de préstata em células PC-3 em humanos. rembomecanismo de inibicdo do
crescimento da arctiina sobre esta linhagem ddasglpermanece desconhecido. Em outro
experimento em células de cancer de prostata atextretandlico das sementes apresentou
atividade contra linhagem celular LNCaP. Ap6s fseamento bioguiado verificou-se sua
citotoxicidade, chegando-se as substancias lappaddppaol A, arctignan E, lappaol F e
arctiina @). As substancias lappaol C, A e F apresentarandatie com valores de igde 8,

16 e 40 pg/mL, respectivamente.
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2.4.5 Hipoglicemiante

A busca por drogas hipoglicemiantes, especialmémigantas medicinais usadas pela
medicina popular vem sendo estudadas (BARBOSA-FILetOal., 2006). A bardana,
utilizada popularmente com atividade hipoglicemeaf@AVALLI et al., 2007), em um teste
realizado em camundongos os quais foram tornadaBétitos por estreptozoocina, a
condicdo diabética dos animais foi agravada apodsli28 em tratamento (SWANSTON-
FLATT et al., 1989). Foi determinado entéo, quessadzes e folhas quando ndo apresentam
florescimento, possuem propriedades hipoglicén{id@_ETZ et al., 2003).

2.4.6 Antiviral

Diversos produtos vegetais sdo usados por paciesas Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) em alguns paisesn nenhuma comprovacao cientifica
de possuir atividade anti-VIH (virus da imunoddéfigia humana)(OMS, 1989). A
arctigenina por sua vez, apresentou acao inibigigie a replicacdo do VIH, e este efeito foi
caracterizado pela reducdo da expressdo de poteéin&IH e na reducéo da transcriptase
reversa em 80-90%. A baicalina presente na plamaém possui atividade inibitéria sobre a
replicacdo do VIH, principalmente quando associadazinco, diminuindo a atividade
recombinante da transcriptase reversa e a entm¥dHinas células hospedeiras (SANTOS,
2007).

De fato, componentes presentes na bardana, comatiinaal2) e o acido clorogénico
foram encontrados em “Yingiaosan” planta originada China, e estes apresentaram
atividade frente ao virus influenza (SHI et al.020 A arctigeninal) isolada da bardana foi
utilizada na concentragéo de 100 pg/kg, onde pgoloa sobrevivéncia dos ratos submetidos
a infeccao pelo virus influenza, podendo, destadoser eficaz para o tratamento deste virus
(YANG et al.,, 2005). Esta substancia também apteseratividade neuroprotetora,
antiinflamatéria e foi capaz de reduzir a severddd virus da encefalite japonesa tanto
vivo comoin vitro (SWARUP et al., 2008).

2.4.7 Hepatoprotecao

A bardana também é utilizada como bebida paraneaito de hepatite (LIMA et al.,
2006), apresentando eficacia hepatoprotetora, sestib associada com a capacidade de
capturar radicais livres (CHEN et aR004). Em outro experimento, onde realizou-se

administracao crbnica de etanol, a bardana apmsefeito hepatoprotetor (LIMA et al.,
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2006). O mecanismo de hepatoprotecdo poderia sbuidb a atividade antioxidante, pois
esta diminui a tensdo de oxidagdo dos hepatécitentio a outros mecanismos protetores
desconhecidos (LIN et al., 2002).

2.4.8 Trato gastrointestinal

Em 2007, Santos avaliou os efeitos das raizesrdarasobre o trato gastrointestinal,
usando os extratos brutos: etandlico (EBE) e abonoico (EBC). Estes extratos apresentaram
efeitos gastroprotetores em lesdo aguda induzidatpool e em les&o crénica induzida pelo
acido aceético. O EBC apresentou maior efetividadenucosa lesionada pelo etanol,
enguanto que o EBE proporcionou uma acao cicatezaais evidente.

Na avaliacdo gastrointestinal foi observado que@aelinérgica ndo esta envolvida de
forma significativa no mecanismo de acéo gastrepootdos extratos da bardana (SANTOS,
2007).

Novamente, o extrato cloroformico das raizef\d&ppafoi avaliado e estprotegeu
ratos de lesbes gastricas, reduzindo secrecadcgast inibicdo gastrica de H+, K+ -ATPase
(SANTOS, 2008).

2.4.9 Sistema Renal

Quando as raizes e folhas da bardana néo est@sciémdo, esta planta possui
propriedades diuréticas (HOLETZ et al., 2003; BARBGFILHO et al.,, 2006), sendo
utilizada in natura como bebida para hipertensdo (LIMA et al.,, 20(3ta propriedade
diurética esta relacionada a capacidade de inibimzama conversora de angiotensina, desta
forma sendo um alvo terapéutico para o tratamentdiigertensédo arterial (BARBOSA-
FILHO et al., 2006). Além disto, a bardana apresapilicacdes como depurativo (HOLETZ
et al., 2002). Finalmente, infusBes da planta racstn efeitos benéficos em urolitiases
(GRASES et al., 1994).

2.4.10 Aplicacdes em dermatologia

Popularmente, a raiz e as folhas da bardana saoegatlas em doencas da pele
(MORITANI et al.,, 1996), podendo ser utilizada cayatras ervas para clarear a pele
(HOLETZ et al.,, 2002). Sua aplicacdo estende-saitea® afeccoes da pele tais como;
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tratamento de abscessos, erupgdes cutaneas, pisalfumsetos, micoses, afeccdes genitais,
furdnculos (HOLETZ et al., 2003) e em psoriase ($AIS, 2007).

No entanto, dermatites de contato devido a barétmaa relatadas por Rodrigues e
col. (1995), assim como anafilaxias (SASAKI et 2003).

2.4.11 Atividades diversas

O efeito de um polissacarideo tipo inulina, presenbs raizes da bardana,
caracterizou-se como supressor da tosse. Estda@tivalente a alguns medicamentos nao
narcoticos usados na pratica clinica para o trattoméa tosse. Esta substancia apresenta
resposta significativa frente aos testes de atMdduaitogénica e comitogénica, comparavel ao
Zymosan (imunomodulador), confirmando a atividadeuriolégica (SANTOS, 2007).
Polissacarideos de algumas plantas, dentre elaardarta, tiveram acgdo antitussigena
(SUTOVSKA et al., 2007).

O extrato aquoso da bardana mostrou atividadefisigiva no fator de agregacao
plaquetéaria (PAF) em plaguetas de coelhos (IWAKAS&I., 1992).

As raizes sédo utilizadas, popularmente, como aétipdb (LIN et al., 2002), onde a
baicalina presente na bardana seria o responsavelsta atividade (SANTOS, 2007), além
da infusdo das folhas ser utilizada com a mesnadidade (LIMA et al., 2006).

O extrato bruto etandlico obtido das raizes dadmad da fracdo cloroformica deste
extrato, causaram efeitos depressores sobre msistervoso central (SNC), provavelmente
envolvendo o sistema gabaérgico (SANTOS, 2007).

A bardana é utilizada como uma verdura em Taiwaa pao dietético. Tornou-se
uma bebida popular em Taiwan na década passadaN@HEl., 2004), sendo usada como
digestiva. Esta também nédo é recomendada no peyésiacional, devido a presenca de uma
atividade estimulante uterina (SANTOS, 2007).

Finalmente, evidéncias experimentais da bardanaamdapresentar atividade como
diaforética (SANTOS, 2007).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar o perfil antiproliferativoin vitro do extrato hidroalcodlico, fracdes
semipurificadas e substancias isoladas das fokAsatium lappalL. frente as células Caco-
2.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
3.2.1 Coletar e identificar taxomomicamente a espéegetal.

3.2.3 Purificar, isolar e caracterizar substaneapartir de extratos e/ou fracdes

semipurificadas.

3.2.4 Avaliar a atividade antitumorah vitro do extrato bruto, semipurificado e

substancias isoladas em células Caco-2.
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CAPITULO I

Atividade Antiproliferativa das Folhas de Arctium lappa L. (manuscrito a ser

submetido a avaliacéo e possivel publicacéo)
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Resumo

Arctium lappa,Asteraceagé utilizada na medicina popular em todo mundada Bpresenta
diversas atividades biolégicas, em especial atiedantitumoral em diversas linhagens de célmas
vitro. Este trabalho teve por objetivo avaliar a capatad antiproliferativa, por meio de
biomonitoramento em células Cacarvitro, do extrato bruto, fracdo semipurificada e sulusédn
isoladas das folhas d&. lappa O extrato bruto foi obtido com solucéo hidroetenad50% e em
seguida particionado colmexano, acetato de etilaneébutanol, sendo que a fracdo acetato de
etila (FAE) apresentou atividade antiproliferativais significativa que as demais testadas
FAE foi submetida a cromatografia em coluna sedgaereom gel de silica obtendo-se assim,
onopordopicrina X), uma mistura contendo onopordopicrind €om dehidromelitensina-8-(4'-
hidroximetacrilato) 2), dehidromelitensina-8-(4'-hidroximetacrilat®) com dehidromelitensinéd),
onopordopicring1l) com melitensing4), dehidrovomifoliol(5) e loliolida ). As substancias foram
identificadas por métodos espectroscopicos (RMN) EMomparacdo com dados de literatura. As
substanciag, 3 4 e 5 foram descritas pela primeira vez na espécie akgbtresultado frente as
células Caco-2 forneceu as seguintess,CQig/mL): onopordopicrina 1 19,9, a mistura
dehidromelitensina-8-(4'-hidroximetacrilat@) com onopordopicrina 24,6, enquanto que a substanc
(5) ndo apresentou atividade. A mistura das substnighidromelitensina-8-(4'-hidroximetacrilato)

(2) com dehidromelitensin&), bem como as substancid} ¢ 6) ndo foram avaliadas.

Palavras-chaveAsteraceagArctium lappal., antiproliferativa, onopordopicrina, dehidrontetisina-

8-(4'-hidroximetacrilato), dehidromelitensina, neisina, dehidrovomifoliol, loliolida.

Abreviacgobes:

FAE Fracao acetato de etila
FAQ Fracao aquosa

FH Fracdo Hexano

FNB Fracaa-butanol
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Introducéo

Arctium lappal., Asteraceaeé uma planta introduzida do Japéo e aclimatadgrasil, sendo
extensamente utilizada na medicina popular [1].riégiro relato encontrado envolvendo atividade
antitumoral foi realizado por Foldeak e Dombradi T&ste realizado em células de cancer de prostata
mostrou que o extrato metandlico das sementeseaaqioesatividade contra linhagem celular LNCaP.
Em fracionamento bioguiado frente a citotoxicidadelaram-se as substancias lappaol A, C e F,
arctignana E e arctiina, sendo que lappaol A, CaprEsentaram atividade com valores dg tlé 8,

16 e 40 pg/mL, respectivamente [3]. As raizes eonbulina (45-60%), mucilagens, lactonas

sesquiterpénicas, &cidos fendlicos, Oleo essermitifcetilenos, taninos [4], flavondides [5], e os
frutos lignana [6]. Lactonas sesquiterpénicas sfiacteristicas erAsteraceaepossuindo atividades

citotdxica, antitumoral, entre outras [7]. A onagmpicrina (lactona sesquiterpénica), isolada das
folhnas deA. lappa [8], apresentou 6 de 15 pM em MTT e PTP em linhagem de leucemia
promielocitica (HL60) [9]. Em outro experimento mopordopicrina inibiu o fator de necrose tumoral
[10]. Este trabalho avaliou a atividade antiproéfera bioguiada frente a células Caco-2 em extrato

bruto, fracdo semipurificada até obteng&o de sobisticom atividade, das folhasAldappa

Materiais e Métodos

Geral

Os espectros de RMN foram obtidos em aparelho Wahtercury Plus 300 BB, 300 MHz,
operando a 300,060 MHz pathl e 75,457 MHz para’C, empregando-se solventes deuterados
(CDCl; e/lou CROD/CDCE). Os espectros de massas foram obtidos em HR-@81g0or MicroTof
(Bruker-Daltonics, Bremen, Germany) junto ao loustitde Quimica Organica da Universidade de

Minster, com o Dr. Heinrich Luftmann.

Material vegetal

As folhas deArctium lappal. foram coletadas em fevereiro de 2008 (17,3 kg)Chéacara
Dois Irméaos, Marialva, PR, Brasil (S23°27°'47,0”; B1045'52,0"; h:523 m). Uma exsicata encontra-
se depositada no Herbario do Instituto de BiolagidJniversidade Federal do Rio de Janeiro, sob o
namero RFA 35777. A identificacdo foi realizadaapélrofa. Dra. Cassia Mdnica Sakuragui, por
comparacdo com o tipo nomenclatural. Apds a secd@886 g), as folhas (DV) foram moidas em

moinho de martelos (Tigre ASN-6).
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Extracdo e isolamento

A droga vegetal seca (DV; 2886 g) foi desengordume@mn hexano na proporgdo 1:5 (m/v)
com 4 extracdes de 8 h cada. A DV desengordurdd® (@), na propor¢éo 1:10 (m/v) em etanol/agua
(2:1; v/v), foi extraida em Ultra-turrax® UTC115Kdor 15 min (t<40 °C). A seguir, filtrou-se e
concentrou-se o turbolizado em evaporador rotatoio pressdo reduzida, seguido de liofilizac&o,
obtendo-se o extrato bruto (EB; 603,8 g). O EB doiubilizado em agua (50 g em 500 mL) e
particionado com hexano, acetato de etitabeitanol (500 mL de cada solvente; 12 vezes). Assfa
organicas (hexano, acetato de etilatmitanol) foram reunidas, concentradas em evaporathiério
sob pressao reduzida, obtendo-se FH, FAE e FNBecdsamente, e fracdo aquosa restante (FAQ).
A FAE (22 g) foi submetida a cromatografia liqualaacuo (CLV), empregando-se coluna (h: 200
mm @ 65 mm) contendo gel de silica 60 (0,063-0,20DriMerck® como fase estacionaria e a
sequéncia de fase movel de polaridade crescentpraporcao volumétrica: HEX (880 mL; 0,05 g),
CH,CI, (1100 mL; 0,53 g), AcOEt (1780 mL; 12,7 g), MeORBTD mL; 7,7 g) e MeOH:}D (1:1;
1760 mL; 0,59 g). A subfracdo acetato de etila (F3E.2,7 g) foi submetida por quatro vezes a CLV,
coluna (h: 200 mm, @5 mm; h: 350 mm, @ 27 mm) nas condi¢des antermyaso sistema eluente
(v/v): CHCl; (1350 mL), CHC{:MeOH (8:2; 600 mL), CHGIMeOH (6:4; 450 mL), MeOH (525 mL)
en-butanol (1760 mL). A subfragdo CH@®eOH (8:2), denominada FAE#3#2 (4,7 g), foi subdzet
a CLV com: HEX:AcOEt (60:40; 1000 mL), HEX:AcOEt§35; 500 mL), HEX:AcOEt (50:50; 900
mL), HEX:AcOEt:MeOH (50:49:1; 400 mL), HEX:AcOEtNH (50:48:2; 200 mL),
HEX:AcOEt:MeOH  (50:45:5; 2200 mL), HEX:AcOEt:MeOH 5@40:10; 200 mL),
HEX:AcOEt:MeOH (50:30:20; 200 mL), AcOEt:MeOH (50;5300 mL) e MeOH (400 mL). O
monitoramento das frag6es foi realizado por meiordmatografia camada delgada analitica (CCDA)
utilizando cromatofolhas de aluminio de gel decail6O ks, (Merck®) e como sistema eluente,
HEX:AcOEt:MeOH (50:40:10; v/v). Essas fracdes foramsualizadas sob luz UV a 365 nm,
fornecendo 22 fracBes por semelhanca cromatogr&f&auais foram concentradas em evaporador

rotatério sob pressédo reduzida, congeladas edamdihs.

As 22 subfracBes obtidas da FAE#3#2 foram biomoamitms em células tumorais Caco-2. As
subfracdes 12 (898 mg), 13 (636 mg) e 14 (269 mgni submetidas a cromatografia “flash” com
gel de silica (0,040-0,063 mm) Merck® empregando-sistema eluente: HEX:AcOEt (60:40 v/v),
HEX:AcOEt (58:42; viv), HEX:AcOEt (55:45; v/v), HEXcOEt (50:50; v/v), HEX:AcOEt:MeOH
(50:40:10; viv) e MeOH para purificacdo, rendendosabfracdo 12 as substancias onopordopicrina
(1) e dehidromelitensina-8-(4'-hidroximetacrilat@) (116,7 mg), na subfracdo 13 onopordopicria (
(95,6 mg), uma mistura de dehidromelitensina-8dfoximetacrilato) Z) com dehidromelitensina
(18,8 mg) 8), outra mistura contendo onopordopicridaém maior quantidade com melitensina (3,4

mg) @), dehidrovomifoliol (3,5 mg)%), além de uma mistura contendo loliolida (4,0 @) e na
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subfracdo 14 onopordopicrind) (22,8 mg) (Figura 1). As substancias isoladaanfocaracterizadas
pela andlise dos dados espectroscépicos de RMN 2D, enassas, e por comparacdo com dados da
literatura [11-15].

Cultura de células

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizaghsas Caco-2 (células epiteliais do
intestino humano, derivadas do carcinoma colo)efidhs foram cultivadas em DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium - Gib&) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SEbed”) e 50
png/mL de gentamicina. A cultura foi incubada a 87em estufa Umida com tensdo de 5% de CO
(Fischer Scientifi¢, Isotemp). Posteriormente as células foram obdas/am microscépio invertido
(Zeis$, Axiovert 25) diariamente e o meio trocado quaagiH apresentou-se 4cido.

A manutencdo das células ocorreu sempre que hotieemacdo de uma monocamada de
células confluentes. Na sequéncia foi adicionadacdo de tripsina (Gibco®) a 37 °C, que foi
removida assim que as células tornaram-se arredasd® aspecto das células foi observado em
microscopio invertido. Em seguida, as células foragsuspendidas em DMEM, sendo que 1/6 desta

suspensao foi incubada nas mesmas condicdessniciai

Ensaio de atividade antiproliferativa

A atividade antiproliferativa foi avaliada pelo méb colorimétrico da sulforodamina B
(Sigm&) em placa de 96 pocos, com pequenas modificad®ssyito por Skehan et al. [16], que
baseia-se na afinidade do corante sulforodaminaeBspproteinas celulares propiciando uma
avaliacao colorimétrica diretamente proporcionah@mero de células viaveis.

Para realizacdo deste experimento foi preparadasusgenséao de células Caco-2 em DMEM
acrescido de 10% de SFB e 50 ug/mL de gentamigirsaispensao foi distribuida em microplaca de
96 pocos (TPB na concentracéo de 5XIlulas/mL com volume final de 100 pL/poco. A pldoi
incubada em estufa Umida a 37 °C com tenséo dee5@&xpor 24 h até a formag¢do da monocamada
confluente. Apés a formacado da monocamada, o roei@tirado e 100 pL das varias concentragfes
dos extratos, fragBes e substancias isoladas fadinionados em triplicata. Inicialmente foram
testadas as concentragdes de 500, 200, 100, 50025, 1 pg/mL. Foi realizado controle de células,
onde, ndo ha adicdo dos extratos.

A placa foi incubada em estufa umida a 37 °C camsde de 5% de GQlurante 48 h. Em
seguida, o meio dos pocos foi removido, o tapetedia com PBS e fixado com &cido tricloroacético a
10% (SYNTH’) no volume de 50 pL/pogo por 1 h sob refrigeragéiplaca foi lavada 4x em agua

corrente e mantida em temperatura ambiente até seca
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Em cada poco foram adicionados 50 pL de uma sold@gae sulforodamina B em &cido
aceético a 1%, a placa foi incubada novamente pomiB0sob refrigeracdo e ao abrigo da luz. O
corante foi retirado e a placa lavada 4x com aaititico glacial a 1% para remocgéo do corante em
excesso. O corante ligado as células viaveis ssiolivido em 150 pL de solucdo Tris-base 10 mM. A
absorbancia foi determinada em leitor de ELISA {B&k®, Power Wave XS) & 530 nm.

Posterior & leitura, foi realizado célculos pargederinacdo das concentracdes dos extratos
capazes de destruir 50% da monocamada celulag)(CC

A atividade antiproliferativa foi determinada deowmio com a seguinte formula: % de
destruicdo celular=1-(DOtto/DOcc), onde: DOtto=ddade Optica do tratado e DOcc=densidade

Optica do controle de células.

Analise estatistica

A anélise estatistica dos dados foi realizadazatiilo o programa GraphPad Pfism
(Graphpad Software Inc, Microsoft Corp.). Os rexmidls foram expressos como a médiatdesvio
padrdo da média e foram analisados utilizando sndl variancia unilateral (one-way ANOVA). As
diferencas significativas foram determinadas poionde teste de Tukey e P<0,05 foi considerado

como critério de significancia.

Resultados e Discussao

Em busca de novas drogas para o combate ao canoegrosos derivados fitoquimicos tém
sido relacionados com a prevencdo desta doenca PSFim, foi realizado o isolamento de
substancias por meio de biomonitoramento em cétularais Caco-2. O desengorduramento das
folhas (2886 g) realizado com hexano rendeu 118,12,13%) de uma fracdo lipofilica, que n&o
apresentou atividade sobre as células Caco-2. Castante da droga vegetal desengordurada (2766
g) preparou-se o extrato bruto (EB) com rendimelat@1,8% (603,85 g). A particdo do EB (575 Q)
rendeu 3,05 g (0,53%), 25,46 g (4,43%), 60,37 ¢go(b) e 461,84 g (80,32%) das fracdes hexano,

acetato de etila (FAEh-butanol e fracdo aquosa, respectivamente.

O EB apresentou Ggde 347,5 pg/mL, a FAE 24,7 ug/mL e das 22 subfmgibtidas a
partir da FAE#3#2, apenas trés mostraram-se dtieae as células Caco-2 (6Eg/mL): subfracdes
12 (23,8), 13 (25,06) e 14 (25,0) (Tabela 1).

A substancia onopordopicrind)( obtida pura das subfracbes 13 e 14, aprese@®@+3,4
png/mL, sendo que a mesma foi relatada anteriornemt® citotoxicain vitro contra linhagem de
células KB (carcinoma epidermoéide humano da nasgi)y [18]. Esta substancia mostra-se

promissora para algumas linhagens de células tisndmaluindo a testada neste experimento. Outro
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fator relevante € que esta lactona sesquiterpé&oice@ncontrada nas fragbes como componente
majoritario, haja vista que a mesma foi isoladatedas as fracdes mais ativas e em quantidade
consideravel, principalmente na fragdo 13 (95,6.Mgsim, é possivel sugerir que a substancia
responsavel pela atividade antiproliferativa doraggt na linhagem de células analisada é a

onopordopicrinal).

A subfracdo 12, com a mistura de onopordopicrida € dehidromelitensina-8-(4'-
hidroximetacrilato) 2), apresentou Cg de 24,6+1,5 pg/mL. Provavelmente este resultadejaes
relacionado com a substancia onopordopicrit)a [fois amostras contendo a mesma apresentaram
resultados semelhantes tais como a propria FAEermto, a substancid) (soladamente apresentou

melhor resultado do que esta mistura, como denamsanteriormente.

Na subfracdo 13, a mistura conten@p (dehidromelitensina-8-(4'-hidroximetacrilato) &
(dehidromelitensina) ndo foi testada contra aslagl€aco-2, assim como a mistura contendo
onopordopicrina ) em maior quantidade com melitensina (3,4 m§) Enquanto a substéncia
dehidrovomifoliol &) ndo apresentou resultados significativos conidatile antiproliferativa superior
a 100 pg/mL. Em contrapartida, esta mesma subatdaciavaliada para sua atividade citotdxica
contra as linhagens de células cancerigenas HONEatinoma de nasofaringe humano), KB
(carcinoma epidermdide oral) e HT29 (carcinoma rcetal) usando o corante azul de metileno e
drogas anticancer etoposideo e cisplatina, ambas controle positivo, apresentando significativa
atividade citotoxica com Ggde 4,8; 4,0 e 5,7 uM, respectivamente [19]. A guizsa loliolida 6)

também néo foi testada neste experimento.

As substancias dehidromelitensina-8-(4'-hidroxaoetato) @), dehidromelitensina 3j,

melitensina4) e dehidrovomifoliol ) foram isoladas pela primeira vez &mlappa.

Em estudo anterior determinou-se que a quantidadendpordopicrina variou entre 0,035-
0,005% na fracdo acetato de etila, a partir de sla folhas deA. lappa com teor total de
sesquiterpenos de aproximadamente 0,01% [20]. Niegialho a substancia isolada correspondeu a
0,02% (118,4 mg) do extrato bruto (575 g). Assimubstancial) pode ser utilizada para estudos de
validacdo de metodologia analitica, na preparagdaima formulacdo, estudos para determinar
mecanismo de acdo, bem como para avaliar a tosiejdaodendo ser considerada como marcador
biolégico. Segundo Rocha [21] h& ressalvas no usb ae lactonas sesquiterpénicas para fins

terapéuticos devido a sua toxicidade.
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Figura 1 — Substancias isoladas onopordopicrind), ( dehidromelitensina-8-(4'-

hidroximetacrilato) 2), dehidromelitensina3j, melitensina4), dehidrovomifoliol 6) e loliolida ).

Onopordopicrina (1)

(C1H2406) HR-ESI-MS m/z (intensidade relativa) = 348 (M CgH1,0,, 31), (M" -C;H;0,,
73), (M" - C;HsOs, 100); Dados de RMN diéf (CDClL/CD;0D, 300,060 MHz)8y = 6,23 (H-43 q;
J=1,5Hz); 6,18 (H-13d;J= 3,3 Hz); 5,93 (H-4& q;J = 1,5 Hz); 5,74 (H-13d; J= 2,7 Hz); 5,11
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(H-6; d;J = 9,6 Hz); 5,08 (H-8; m); 4,96 (H-1;}= 9,0); 4,78 (H-5; dJ = 9,6 Hz); 4,22 (H-3"; 9] =
1,5 Hz); 4,18 (H-15 dd; J= 14,1 e 1,0 Hz); 3,95 (H-}5dd;J = 14,1 e 0,7 Hz); 3,07 (H-7; m); 2,54
(H-3; dt; J = 11,7 e 3,6 Hz); 2,48-2,41 (H9 m); 2,24-2,10 (H-2, m); 1,91 (H-3; m); 1,44 (H-14;
sl). Dados de RMN dEC (75,457 MHz, CDGICD;0D): §, = 170,6 (C-12); 165,0 (C-1'); 144,4 (C-
4); 139,8 (C-2); 135,3 (C-11); 131,8 (C-10); 129®-1); 127,9 (C-5); 125,2 (C-4"); 125,2 (C-13);
77,1 (C-6); 72,8 (C-8); 60,4 (C-3’); 60,0 (C-152,8 (C-7); 48,7 (C-9); 34,1 (C-3); 25,8 (C-2); 16,3
(C-14). Estes dados estédo de acordo com Tundis[&fih

Dehidromelitensina-8-(4-hidroximetacrilato) (2)

(C19H2406) HR-ESI-MSm/z (intensidade relativa) = 348 (M CgH;0,, 15), (M" - C;HsO, 48),
(M* - CH;0, 100); Dados de RMN dél (CDClL/CD;0OD, 300,060 MHz)3,, = 6,23 (H-4', m); 6,09
(H-13; d;J = 3,0 Hz); 5,88 (H-4'; m); 5,70 (H-1; dd= 17,4 e 10,8 Hz); 5,52 (H-13; d;= 2,7 H2);
5,36 (H-3; t; J = 1,5 Hz); 5,23 (H-8; tdj = 10,8 e 4,2 Hz); 4,99 (H;2d;J = 10,8 Hz); 4,94 (H2 d;
J=17,4 Hz); 4,91 ((H3 sl); 4,30 (H-3'; tJ= 1,2 Hz); 4,18 (H-6; tJ = 11,7 Hz); 4,04 (H-15d;J =
14,4 Hz); 3,99 (H-1% d; J = 14,4 Hz); 2,90 (H-7; tt3 = 10,8 e 3,0 Hz); 2,51 (H-5; d;= 11,7 Hz);
2,00 (H-9; ddJ = 12,7 e 4,2 Hz); 1,61 (H;9dd;J = 12,7 e 10,8 Hz); 1,12 (H-14; s). RMN He
(75,457 MHz, CDGCD;0OD): 3, = 169,4 (C-12); 165,5 (C-1"; 145,8 (C-1); 143B4); 139,4 (C-
2"; 136,8 (C-11); 126,9 (C-4"); 120,4 (C-13); HLC-3); 113,4 (C-2); 78,9 (C-6); 69,9 (C-8); 67,6
(C-15); 62,5 (C-3Y; 52,6 (C-7); 50,8 (C-5); 45¢39); 41,9 (C-10); 18,9 (C-14), conforme [12].

Dehidromelitensina (3)

Dados de RMN déH (CDClL/CD;0D, 300,060 MHz)3,, = 6,07 (H-13; d;J = 3,0 Hz); 5,95
(H-13; d;J = 2,4 Hz); 5,70 (H-1; ddj = 17,4 e 10,5 Hz); 5,31 (Hz3sl); 4,97 (H-2; m); 4,93 (H-3;
sl); 4,83 (H-2; m); 4,09 (H-6; tJ = 11,7 Hz); 3,93 (H-15, m); 3,80 ( H-8; m); 2,75 (H-7; t§ = 10,8
e 3,0 Hz); 2,39 (H-5; d] = 11,7 Hz); 1,75 (H{# ddJ = 13,5 e 4,2 Hz); 1,55 (H;9dd;J = 13,5 e 10,5
Hz); 1,01 (H-14; s). RMN d&C (75,457 MHz, CDGICD;0D): §. = 170,1 (C-12); 146,6 (C-1); 144,2
(C-4); 137,9 (C-11); 120,45 (C-13); 114,4 (C-3)1BL(C-2); 79,6 (C-6); 66,7 (C-8); 66,5 (C-15);
55,1 (C-7); 50,5 (C-5); 49,3 (C-9); 41,8 (C-10);18C-14), conforme [12].

Melitensina (4)

Dados de RMN déH (CDCl/CD;0D, 300,060 MHz)3,, = 5,69 (H-1; ddyJ = 17,4 e 10,8
Hz); 5,29 (H-3; sl); 4,93 (H-2; m); 4,89 (H-3; d; J = 17,4 Hz); 4,83 (H3 sl); 4,15 (H-6; m); 4,03
(H-15; m); 3,85 (H-15; d; J = 13,8 Hz); 3,78 ( H-8; ddd} = 10,5; 10,2 e 4,2 Hz); 2,59-2,50 (H-11;
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m); 2,25 (H-5; djJ = 11,7 Hz); 1,71 (H-9 dd; J = 13,2 e 4,2 Hz); 1,70 (H-7; m); 1,50 (k-@d; J =
13,2 e 10,8 Hz); 1,29 (H-13; d:= 6,9 Hz); 1,02 (H-14; s), conforme [13].

Dehidrovomifoliol (5)

(C13H1603) HR-ESI-MSm/z (intensidade relativa) = 222 (M C;Hs0O, 98), (M - CHs, 100);
Dados de RMN dé&H (CDCl;, 300,060 MHz)3 = 6,77 (H-7; d;) = 15,9 Hz); 6,40 (H-8; d] = 15,9
Hz); 5,89 (H-4; quint) = 1,2 Hz); 2,44 (H-2 d;J= 17,1 Hz); 2,27 (H2 dd;J=17,1 e 1,2 Hz); 2,24
(H-10; s); 1,82 (H-13; dJ = 1,2 Hz); 1,04 (H-11; s); 0,96 (H-12; s). RMN Y€ (75,457 MHz,
CDCl): 6. = 197,5 (C-9); 197,1 (C-3); 160,4 (C-5); 145,172130,6 (C-8); 128,1 (C-4); 79,6 (C-6);
49,8 (C-2); 41,6 (C-1); 28,6 (C-10); 24,6 (C-123;2(C-11); 18,9 (C-13), conforme [14].

Loliolida (6)

Dados de RMN déH (CDCl, 300,060 MHz)3y = 5,63 (H-7; s); 4,27 (H-3; quing = 3,6
Hz); 2,39 (H-4; dt; J = 14,1 e 2,7 Hz); 1,91 (Hs2dd;J = 14,4 e 2,7 HZ); 1,72 (Hgdm); 1,71 (H-11;
s); 1,47 (H-Z dd;J = 14,4 e 3,6 Hz); 1,40 (H-10; s); 1,21 (H-9; sMIR de **C (75,457 MHz,
CDCl): 6. = 182,6 (C-6); 174,1 (C-8); 113,2 (C-7); 87,0 (£67,1 (C-3); 47,6 (C-2); 45,9 (C-4);
36,1 (C-1); 30,9 (C-9); 27,2 (C-11); 26,7 (C-1@)nforme [15].
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ANEXOS

Tabela 1-Dados deCGCs, (Lg/mL) para as subfracdes da fracdo FAE#3#2dastam células Caco-

2.

Fracbes CCso (ng/mL)
1 >100
2 >100
3 52 (£ 15,5)
4 64,5 (£ 19,09)
5 47 (= 26,9)
6 66 (£ 7,07)
7 >100
8 >100
9 >100
10 >100
11 78 (£ 4,2)
12 23,8 (£ 2,9)
13 25,1 (£ 4,3)
14 25 (£ 0,0)
15 29,3 (£ 3,2)
16 29,9 (£ 5,3)
17 59,1 (£ 12,9)
18 73,5(x2,1)
19 74 (£ 2,8)
20 74 (£ 0,0)
21 >100
22 >100

Os dados representam média + desvio padrao.
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Onopordopicrina (1)

Tabela 2 —Dados de RMN (CDGICD;OD, 300,060 MHz paraH e 75,457 MHz par&C) para a

substancia onopordopicrind) [(17].

gHSQC gCoSsY gHMBC
No.C  &“C/DEPT  &'H (nH;m,JemHz)  ‘Hx'H IH L33
129,6/CH 4,96 (1H; t; 9,0) & H, GCs; G, Cug
25,8/CH 2,24-2,10 (2H; m) By Hi Cs; Cs; Cuo
3 34,1/CH 2,54 (1H; dt; 11,7; 3,6) Hap, Hoap C, Cy
1,91 (1H; m) Hza Haap Cy Gy
4 144,4/C - - -
5 127,9/CH 4,78 (1H; d: 9,6) H Cr; Cis
6 77,1/CH 5,11 (1H; d;, 9,6) H
7 52,8/CH 3,07 (1H; m) B Hisa0
8 72,8/CH 5,08 (1H; m) F Hsap
9 48,7/CH 2,48-2,41 (2H; m) B Cy; Cr; Cg; Cio; Cua
10 131,8/C - - -
11 135,3/C - - -
12 170,6/C - - -
13 125,2/CH 5,74 (1H; d; 2,7) H-, Cs; Co
6,18 (1H; d; 3,3) H; Cs; Cig; Cpz
14 16,3/CH 1,44 (3H; s) - & Co; Cro
15 60,0/CH 3,95 (1H; dd; 14,1, 0,7) Hisp Cs; Gy G
4,18 (1H; dd; 14,1; 1,0) Hisa Cs; Cy; G
1 165,0/C - - -
2' 139,8/C - - -
3 60,4/CH 4,22 (2H; q; 1,5) b, Cy; Ca
4 125,2/CH 5,93 (1H; q; 1,5) Hs: Hap Ci; G Gy
6,23 (1H; q; 1,5) Hz; Hya Cr; C2; G
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Dehidromelitensina-8-(4-hidroximetacrilato) (2)

Tabela 3 —Dados de RMN (CDGICD,OD, 300,060 MHz pardH e 75,457 MHz par&C) para a
substancia dehidromelitensina-8-(4'-hidroximetatwj @) [18]

gHSQC gCOSY gHMBC
No.C &°C/DEPT  &'H (nH; m, J em Hz) "HxH SFIRE S
1 145,8/CH 5,70 (1H; dd; 17,4; 10,8) H2 Cs
2 113,4/CH a 4,99 (1H; d; 10,8) Ha Cy; Co
B 4,94 (1H; d; 17,4) Hy Cy; Gy
3 115,4/CH a 5,36 (1H; t; 1,5) Cs
B 4,91(1H; sl) Cs
4 143,9/C - -
5 50,8/CH 2,51 (1H; d; 11,7) eH G5 Cy; G, C7; Cioy Cia
6 78,9/CH 4,18 (1H; t; 11,7) g1H;
7 52,6/CH 2,90 (1H; tt; 10,8; 3,0) s He, Hs
8 69,9/CH 5,23 (1H; td; 10,8; 4,2) Hog; H7
9 45,3/CH a 1,61 (1H; dd; 12,7; 10,8) Hop; Hs Cy; Gg
B 2,00 (1H; dd; 12,7; 4,2) Hoa: Hs Cs; Cs
10 41,9/C - - -
11 136,8/C - - -
12 169,4/C - - -
13 120,4/CH 6,09 (1H; d; 3,0) Hisp Hy Cs Coo
5,52 (1H; d; 2,7) Hiss H-
14 18,9/CH 1,12 (3H; s) - G GCs Gy Coo
15 67,6/CH 4,04 (1H; d; 14,4) Huss; Haq Cs; Ca
3,99 (1H; d; 14,4) Hye Cs; Cs; Cs
1 165,5/C - - -
2' 139,4/C - - -
3 62,5/CH 4,30 (2H; t; 1,2) b Ci; Gy Cy
4 126,9/CH 6,23 (1H; m) Hs: Hap Ci; G Cyp
5,88 (1H; m) Hs; Haa Cy; G Co
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Dehidromelitensina (3)

Tabela 4 —Dados de RMN (CDGICD;0D, 300,060 MHz paraH e 75,457 MHz par&C) para a

substancia dehidromelitensir) (12]

gHSQC gCOSY gHMBC
No.C &“C/DEPT  &'H (nH; m, J em Hz) "Hx'H I 13

1 146,6/CH 5,70 (1H; dd; 17,4; 10,5) 10C
2 111,8/CH a 4,97 (1H; m)

B 4,83(1H; m) C
3 1144/CH o 5,31 (1H; s) Heg Cus

B 4,93(1H; sl) Haq Cis
4 144,2/C - -
5 50,5/CH 2,39 (1H; d; 11,7) eH Cy; Cy; G Cos
6 79,6 /CH 4,09 (1H; t; 11,7) sHH, Cio, Ci1
7 55,1/CH 2,75 (1H; tt; 10,8; 3,0) 185 He; Hg
8 66,7/CH 3,80 (1H; m) Hag; Hz; Ho
9 49,3/CH o 1,55 (1H; dd; 13,5, 10,5) Hop; Hs

B 1,75(1H; dd; 13,5, 4,2) Hoq; Hs

10 41,8/C - - -
11 137,9/C - - -
12 170,1/C - - -
13 120,5/CH 5,95 (1H; d; 2,4 Hisp H;

6,07 (1H; d; 3,0) Hiza H7
14 18,7/CH 1,01 (3H; s) - € Cs; Cuo
15 66,5/CH 3,93 (2H, m)
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Melitensina (4)

Tabela 5 —Dados de RMN déH (CDCL/CD;0D, 300,060 MHz) para a substancia melitensa (

[13]
gCOSY
No.C &'H (nH; m, J em Hz) xH Melitensina [13]*
1 5,69 (1H; dd; 17,4; 10,8) Haq; Hap 5,75 (dd; 17; 11)
2 o 4,93(1H; m) H, 5,05 (d; 11)
34,89(1H;d; 17,9 H, 5,01 (d; 17)
3 a 5,29 (1H; sl) Hasp 5,38 (s)
B 4,83(1H; sl) Hzy 4,95 (s)
5 2,25 (1H; d; 11,7) K 2,40 (d; 11)
6 4,15 (1H; m) i H, 4,15 (t; 11)
7 1,70 (1H; m)) Hh; He; Hg 1,85 (m)
8 3,78 (1H; ddd; 10,5; 10,2; 4,2)  Heg; H7; Hag 3,95 (brddd; 10,5; 5,3)
9 a 1,50 (1H; dd; 13,2 10,8) Hop; Hg 1,62 (d; 12)
B 1,71(1H; dd; 13,2 4,2) Hea; Hs 1,80 (m)
11 2,59-2,50 (1H; m) HHus 2,62 (dqg; 12; 7)
13 1,29 (3H; d; 6,9) H 1,41 (d; 7)
14 1,02 (3H; s) - 1,11 (s)
15 4,03 (1H, m) 4,08 (d; 14
3,85 (1H; d; 13,8) 3,98 (d; 14)

*Medjroubi et al., 2003, dados de RMN Heem CDC}); 300 MHz
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Dehidrovomifoliol (5)

Tabela 6 —Dados de RMN (CDG) 300,060 MHz pardH e 75,457 MHz par&C) para a substancia
dehidrovomifoliol ) [14].

gHSQC gCOSY gHMBC
No.C &°C/DEPT  &H (nH;m,JemHz) ‘Hx'H IH L 1¢c
1 41,6/C - - -
2 49,8/CH 2,44 (1H; d; 17,1) Hap Cs G Ciy
2,27 (1H; dd; 17,1; 1,2) H2a Cs
3 197,1/C - - -
4 128,1/CH 5,89 (1H: quint; 1,2) g
5 160,4/C - - -
6 *79,6/C - - -
7 145,1/CH 6,77 (1H; d; 15,9) gH Ce: Co
8 130,6/CH 6,40 (1H; d; 15,9) -H
9 197,5/C - i ~
10 28,6/CH 224 (3H: 5) :
11 23,2/CH 1,04 (3H; s) - G G Co; Ci2
12 24,6/ CH 0,96 (3H; s) - & G, C6; Gy
13 18,9/CH3 1,82 (3H; d; 1,2) 4H Cy; Gs, G

*sinal observado somente no espectro gHMBC
NOESY: 6,77 (H) x 2,44 (H,)
6,77 (1) x 1,04 (Hy)
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(+)-Loliolida (6)

HO.,,

Tabela 7 — Dados de RMN (CDECB00,060 MHz pardH e 75,457 MHz par&C) para a substancia

loliolida (6) [15].

gCOSY gHMBC
No.C &“C/DEPT &'H (nH; m, J em Hz) HxH 4,15
1 *36,1/C - - -
2 47,6/CH 1,47 (1H; dd; 14,4; 3,6)  Hay; Hs
1,91 (1H; dd; 14,4; 2,7) Haa
3 67,1/CH 4,27 (1H; quint; 3,6) o -
4 45,9 /ICH 1,72 (1H; m) Hap
2,39 (1H; dt; 14,1; 2,7) Haa
5 *87,0/C - - -
6 *182,6/C - - -
7 113,2/CH 5,63 (1H; s) - e
8 174,1/C - - -
9 30,9/ CH 1,21 (3H; s) - G Cig Ci; G,
10 26,7/CH 1,40 (3H; s) - € Cs; Cy; Co
11 27,2/CH 1,71 (3H; s) - € Cs; G

*sinais observados somente no espectro gHMBC
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CAPITULO 1l
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4 DISCUSSAO GERAL

Um dos fatores mais importantes da saude publidasepraticas médicas do novo
século é a prevencao ao cancer. Muito progressteifoi neste campo, mas ainda ha muito
que se fazer. Neste contexto tem-se a quimiopréeenge € definida como a inibicao,
inversao e retardo do progresso do cancer. Estratpgra desenvolver medicamentos para
uso quimiopreventivo tém evoluido por muitos anDssta forma, tem-se analisado o
potencial quimiopreventivo de uma grande variedddeprodutos naturais e sintéticos
(STEELE, 2004). Estes agentes quimiopreventivosepoder definidos como produtos
quimicos ou combinacdo de produtos quimicos querpagterar ou inverter a expressao ou
funcé@o de um alvo molecular responsavel pela toamstcdo das células normais ou apoiar a
proliferacdo das células transformadas. Por sug wezmgente impede ou atrasa a
carcinogénese (MEHTA; PEZZUTO, 2004).

Muitos agentes quimioterapicos utilizados na clingdo derivados de produtos
naturais ou desenvolvidos tendo eles como basex@splos incluem taxol, camptotecina,
vincristina, entre outros. Das cerca de 250.000tataconhecidas parece provavel que o valor
medicinal de muitas plantas ainda desconhecidovséoéizado no futuro. E uma tarefa ardua
identificar uma substancia quimica ativa entre mmexo de substancias presentes em uma
planta, estabelecer sua eficacia, compreendengossiveis mecanismos de acdo e executar
as etapas requeridas para um possivel ensaicoco{MEHTA; PEZZUTO, 2004).

Segundo Steele (2004), um Unico composto é isatadw fracdo ativa ou pode ter
mais de uma atividade. Em seguida, este compaositaatizado e testado em paralelo com o
extrato bruto. Se o composto purificado e o extoatwo apresentarem eficacia similar, entao
o extrato bruto é desenvolvido como um agente de lmasto para ensaios clinicos, pois o
composto puro pode ser toxico, e geralmente sd¢o desproducdo é mais caro.

O desafio atual é realizar uma criteriosa selegdplahtas da biodiversidade brasileira
para posterior avaliacdo e descoberta de novosesgguimiopreventivos, pois o processo de
selecado e avaliagdo de plantas baseia-se nadi@disponivel, dados epidemioldgicos, 0 uso
medicinal e tradicional dos povos de uma regidceamghlanta esta disponivel. Além disso,
sempre que possivel, deve ser dada prioridadeaftaplcomestiveis. Varias partes da planta,
como folhas, raizes, caules, ou frutos, sdo extsatdm acetato de etila e avaliados para o

potencial quimiopreventivo usando varios bioens@MBHTA; PEZZUTO, 2004).
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A planta aqui estudada apresenta diversas ativddad®ogicas, em especial em
algumas linhagens de células cancerigenas, porémegtratos das folhas tém-se poucos
estudos. A bardana é utilizada em especial pelestars como alimento e também como
uma espécie de elixir para combater e prevenirsigedoencas.

Para verificacdo da atividade antiproliferativapquziu-se o extrato e o mesmo foi
purificado e a partir de cada processo de puriicags fragcdes foram biomonitoradas com
intuito de chegar a uma substancia ou grupo dedaponsavel(is) pela citotoxicidade em
células Caco-2. A partir dos resultados obtidoseniasse que houve pouca variacdo em
relacdo a FAE (24,7 pg/mL) com a substancia isotauzpordopicrinal) (19,9 pg/mL).
Tanto uma quanto a outra apresentaram resultadwsigaores para a linhagem testada,
sugerindo que a FAE torna-se um objeto de estudmipsor, apos posteriores avaliacbes
quanto a toxicidade e melhor via de administraeatre outros estudos farmacolégicos, por
apresentar menor custo na sua producao.

A mistura das substancias onopordopicrif) (com dehidromelitensina-8-¢4
hidroximetacrilato) 2) apresentou Cégem 24,6 ug/mL ou seja, apresentaram praticamente o
mesmo resultado da FAE. Porém é de interesse sadabstancia ativa para poder verificar
possiveis mecanismos de ac¢do, toxicidade, viasliminatracdo e posteriormente realizacao
de ensaios clinicos. JA a substancia dehidrovaolif®) ndo apresentou atividade neste
experimento.

Segundo Mehta e Pezzuto (2004), € de grande inmotatéealizar analise de novos
agentes quimiopreventivos com modelos de carciresgem vivo, e sintese de analogos com
grupos funcionais alterados para reduzir a toxéeda aumentar a eficacia, determinacdo do
mecanismo de acdo dos novos agentes, consequetderoedesenvolvimento de novos
agentes para ensaios clinicos.

Neste experimento pode-se verificar que as subatniehidromelitensina-8-(4'-
hidroximetacrilato) 2), dehidromelitensina 3], melitensina 4) e dehidrovomifoliol §) foram
encontradas pela primeira vez émlappa Todas as substancias aqui identificadas tiveram
seus dados espectroscopicos comparados com odedstulia. Pode-se verificar que a
substancia onopordopicrind) (apresentou-se como composto majoritario nas ésagdais
ativas, sendo provavelmente a substancia respdrdiecatividade da FAE, pois a mesma
apresentou resultados semelhantes a da substswiaidai.

Do ponto de vista quimiotaxondmico, as substanadasidromelitensina-8-(4

hidroximetacrilato), dehidromelitensina, meliterassendehidrovomifoliol j& foram isoladas em
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diversos géneros da familidsteraceae entre eles podem ser citado®@nopordum
(COLLADO et al.,, 1984; CARDONA et al.,, 1989GARCIA et al., 1996),Centaurea
(GONZALES et al., 1971; GONZALES et al., 1975; GONES et al., 1980; PICHER et
al., 1984; BARRERO et al., 1988; TORTAJADA et aP88; BARRERO et al., 1989;
MARCO et al., 1992; BRUNO et al., 1995; ASLAN; OK3&U1999; BRUNO et al., 2001,
SALAN; OEKSUEZ et al., 2003; MEDJROUBI et al., 2Q008Blelianthus(HERZ; BRUNO,
1986),BuphthalmumHEILMANN; MULLER; MERFORT, 1999),Cirsium (CHUNG et al.,
2002) elxeris (ZHANG et al., 2007), justificando assim, a presedestas substancias no

génercArctium, como neste trabalho.
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5 CONCLUSOES

A planta foi identificada como senddrctium lappal. por comparacédo com o tipo
nomenclatural.

As substancias onopordopicrina, dehidromeliten8hgdi-hidroximetacrilato),
dehidromelitensina, melitensina, dehidrovomifokdbliolida foram isoladas e identificadas.

Dehidromelitensina-8-(4idroximetacrilato), dehidromelitensina, meliterssi
dehidrovomifoliol foram identificadas pela primewraz emA. lappa

A atividade antiproliferativa frente as células &&cdo EB foi de C¢& de 347,6
ug/mL, enquanto a FAE apresentou 24,7 pug/mL. ddbst@&ncia onopordopicrina apresentou
uma CGp de 19,7 pg/mL, enquanto dehidrovomifoliol ndo aprdou resultados
significativos.

A subfracdo contendo uma mistura de onopordopi@ama dehidromelitensina-8-¢4
hidroximetacrilato) apresentou gg24,6 pg/mL.

A substéncia onopordopicrina apresentou-se com@aonemnte majoritario nas fracdes
mais ativas frente as células Caco-2.

A mistura contendo onopordopicrina e dehidrometites-8-(4-hidroximetacrilato)
apresentou menor atividade antiproliferativa emuleél Caco-2, que a substancia
onopordopicrina isolada.
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' DROGAVEGETAL (2.886 g) |

Desengorduramento
Hexano (1:5 m/v) (4x8 horas)

Droga vegetal desengordurada

(2.766 2)

Ultraturrax®
Alcool cereaisfﬁ;gua (1:1w/v)

Extrato Bruto (EB)
603 g

Partigdo liquido-liquido : Agua/hexano, Extrato Bruto (EB)
Agua/acetato de etila, Agua/n-butanol, 315¢g
Agua/n-butanol (500 ml: 12x500ml)

Fraciio aquosa

Fracdo hexinica
(FAQ) 461,84 g

Acetato de etila (FAE)
25,46 g (4,43%)

Fracio n-butanol

(FH) 3,05 g (0,53%) (FNB) 60,37 g (10,5%) (80,32%)

Fluxograma 1 Procedimento empregado para obtencéo das fragéiésica, acetato de
etila, n-butanol e aquosa a partir do EBAldappa

Tabela 1:Volume e quantidade obtida por CLV das fracOesrarma FAE

Fracéo Volume (mL) Quantidade (g)
Hexano 880 0,05
Diclorometano 1100 0,53
Acetato de etila 1870 12,70
Metanol 1870 7,70

Metanol/agua (1:1) 1760 0,59




Tabela 2:Volume e quantidade obtida por CLV das fragOesrtr g FAEL3

Solvente Volume (mL) Quantidade (g)
Cloroformio 1350 2,055
Cloroférmio:metanol (8:2) 600 4,683
Cloroférmio:metanol (6:4) 450 5,002
Metanol 525 0,331
n-butanol 1760 0,072

Tabela 3:Volume e quantidade obtida por CLV das fracOesrtr i FAEL3£2

Solvente (v/v) Fracgdes (inicial-final) Quantidade (g)
(mL)
Hexano:acetato de etila (60:40) 1-80 (800) 1,603
Hexano:acetato de etila (55:45) 81-129(500) 0,158
Hexano:acetato de etila (50:50) 130-219 (900) 1,093
Hexano:acetato de etila:MeOH (50:49:1 220-248 (400) 0,636
Hexano:acetato de etila:MeOH (50:49:2 249-273 (200) 0,269
Hexano:acetato de etila:MeOH (50:45:5)  274-437 (2200) 0.530
Hexano:acetato de etila:MeOH (50:40:1 438-453 (200) 0,158
Hexano:acetato de etila:MeOH (50:40:1 454-477 (200) 0,262
Acetato de etila:MeOH (50:50) 478-500 (300) 0,255

MeOH 501-600 (950) 0,112




EB (347.5 pg/mL)

FAE

24,7 ng/mlL)

( ne/ Apos submetida a 4 CLVs, obteve-se
l as 03 fragoes mais ativas

Subfracio 13
25,1 pg/mL

Subfracio 12 Subfracio 14

23.8 ng/mL

25,0 pg/mL

* Onopordopicrina 19,9 pg/ml. Onopordopicrina

* Dehidromelitensina-8-(4'- 19,9 pg/mL
hidroximetacrilato)

Onopordopicrina +

Dehidromelitensina-8-

- . .
(4'-hidroximetacrilato) * Dehidromelitensina

24,6 ng/mL * Dehidrovomifoliol
* Loliolida

/

Fluxograma 2 Procedimento empregado para obtencéo das sulastégsaladas a partir das
subfracdes; 12, 13 e 14, provindas da FAE.



Anexo 1 -Espectro de massas (HR-ESI-M$&) substancianopordopicrina (1) com
adicdo de Na

Anexo 2 -Espectro de massas (HR-ESI-MS) da substéamuigordopicrina (1) com
adicdo de H

Anexo 3 -Espectro de RMNH da substanci®nopordopicrina (1) (CDClL/CD;OD;
300,060 MHz; ppm).

Anexo 4 - Espectro 2D-COSY'Hx'H da substanciaOnopordopicrina (1)
(CDClI/CDs0OD; 300,060 MHz; ppm).

Anexo 5 - Espectro de RMN dé°C/DEPT da substanci®nopordopicrina (1)
(CDCI/CDs0D; 75,457 MHz; ppm).

Anexo 6 - Espectro 2D-HMQC'Hx™C da substanciaOnopordopicrina (1)
(CDCl/CD;0D: 300,060 MHz; ppm).

Anexo 7 - Espectro 2D-HMBC 'Hx}C da substanciaOnopordopicrina (1)
(CDCl/CD;0D; 300,060 MHz; ppm).

Anexo 8 - Espectro 2D-NOESY'Hx'H da substanciaOnopordopicrina (1)
(CDCls/CDs0OD; 300,060 MHz; ppm).

Anexo 9 - Espectro de massas (HR-ESI-MS) uma mistura det@&uas contendo
Dehidromelitensina-8-(4'-hidroximetacrilato) (2) com adi¢éo de Na

Anexo 10 -Espectro de RMNH da mistura d®ehidromelitensina-8-(4'-
hidroximetacrilato) (2) e Dehidromelitensina (3)(CDCl/CDs;OD 300,060
MHz; ppm).

Anexo 11 -Espectro 2D-COSYHx'H da mistura d®ehidromelitensina-8-(4'-
hidroximetacrilato) (2) e Dehidromelitensina (3)(CDCIly/CD;OD 300,060
MHz; ppm).

Anexo 12 -Espectro de RMN d&C/DEPT da mistura dBehidromelitensina-8-(4'-
hidroximetacrilato) (2) e Dehidromelitensina (3)(CDCkL/CD3;OD; 75,457
MHz; ppm).

Anexo 13 -Espectro 2D-gHSQEHx™*C da mistura d®ehidromelitensina-8-(4'-
hidroximetacrilato) (2) e Dehidromelitensina (3)(CDCIy/CDs;OD;
300,060 MHz; ppm).

Anexo 14 -Espectro 2D-gHMBCHx"C da mistura d®ehidromelitensina-8-(4'-
hidroximetacrilato) (2) e Dehidromelitensina (3)(CDCIy/CDs;OD;
300,060 MHz; ppm).



Anexo 15 -Espectro 2D-NOESYHx'H da mistura d®ehidromelitensina-8-(4'-
hidroximetacrilato) (2) e Dehidromelitensina (3)(CDCly/CDs;OD;
300,060 MHz; ppm).

Anexo 16 -Espectro de RMNH da mistura délelitensina (4) comOnopordopicrina
(1) (CDCIy/CD30D; 300,060 MHz; ppm).

Anexo 17 -Espectro de RMN 2D-COSHx'H da substanciéelitensina (5) (CDCl;
300,060 MHz; ppm).

Anexo 18 -Espectro de massas (HR-ESI-MS) da substatehadrovomifoliol (5) com
adicéo de H

Anexo 19 -Espectro de RMNH da substanciBehidrovomifoliol (5) (CDCl; 300,060
MHz; ppm).

Anexo 20 -Espectro de RMN 2D-COSYHx'H da substanciBehidrovomifoliol (5)
(CDCls; 300,060 MHz; ppm).

Anexo 21 -Espectro de RMN d€C/DEPT da substanc@ehidrovomifoliol (5)
(CDClg; 75,457 MHz; ppm).

Anexo 22 -Espectro de RMN 2D-gHSQEIx"*C da substanciBehidrovomifoliol (5)
(CDCl3; 300,060 MHz; ppm).

Anexo 23 -Espectro RMN 2D-gHMBCHx**C da substanci@ehidrovomifoliol (5)
(CDCls; 300,060 MHz; ppm).

Anexo 24 -Espectro de RMNH da substanciboliolida (6) (CDCk; 300,060 MHz;
ppm).

Anexo 25 -Espectro de RMN 2D-COSHx'H da substancikoliolida (6) (CDCl;
300,060 MHz; ppm).

Anexo 26 -Espectro de RMN d€C/DEPT da substanclaoliolida (6) (CDCk; 75,457
MHz; ppm).

Anexo 27 -Espectro RMN 2D-gHMBCHxC da substanciaoliolida (6) (CDC;
300,060 MHz; ppm).
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Anexo 4 -Espectro 2D-COSYHx'H da substanci®nopordopicrina (1) (CDCL/CD;0D; 300,060 MHz; ppm).
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Anexo 27 -Espectro RMN 2D-gHMBCHx'*C da substancikoliolida (6) (CDCl; 300,060 MHz; ppm).
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