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RESUMO

PISSINATE, Kenia. Atividade citotoxica de Piper nigrum e Struthanthus
marginatus. Estudo preliminar da correlacio entre a citotoxicidade e hidrofobicidade da
piperina e derivados sintéticos. 2006. 128p Dissertacdo (Mestrado em Quimica Organica,
Quimica Medicinal). Instituto de Ciéncias Exatas, Departamento de Quimica, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2006.

Neste trabalho foi realizado o estudo quimico e bioldgico de duas plantas. Dos frutos
da espécie Piper nigrum, conhecida como pimenta do reino, de grande importincia
econOmica, ecoldgica e farmacéutica, foi preparado o extrato etandlico, do qual se obtem a
piperina, amida majoritaria e prototipo para a sintese de andlogos e derivados sintéticos. O
extrato, a piperina, andlogos e derivados foi avaliado, quantitativamente, frente ao carcinoma
ascitico de Ehrlich (EAC) quanto a suas propriedades citotoxicas. Obteve-se um valor
inibitdrio da viabilidade celular do EAC em aproximadamente 49 % para o extrato bruto de P.
nigrum, a uma concentracao de 251g/ml, enquanto que o valor do 1Csy da piperina foi igual a
108,23uM, menos citotoxica que alguns dos seus andlogos e derivados ensaiados. Também
foram analisados os possiveis mecanismos de morte celular induzido pela piperina, derivados
e andlogos, através da expressdo de fosfatidilserina e da desidrogenase lactica. O estudo da
atividade citotoxica destes compostos foi correlacionado com os seus respectivos parametros
hidrofébicos: a refratividade molar (Ry;,) e os valores calculados tedricos do coeficiente de
particdo P (ClogP). A outra planta analisada foi a espécie Struthanthus marginatus, uma erva
de pasarinho da regido tropical, pouco estudada em relagdo a Visco album, planta muita
conhecida e estudada na Europa devido a sua propriedades farmacoldgicas, principalmente
sua acdo antitumoral. Com esta planta foram elaborados estudos de prospec¢do quimica dos
extratos hidroalcéolicos das folhas, caules e haustérios nos quais puderam ser detectadas
qualitativamente diferentes classes de metabdlitos especiais, como taninos, flavondides e
alcaldides, em diferentes intensidades. A avaliacdo da atividade citotoxica desta erva de
passarinho, foi realizada a partir das fracdes obtidas de diferentes polaridades.

Palavras chave: Piperina, Struthanthus marginatus, hidrofobicidade, Ehrlich,
carcinoma, citotoxicidade.
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ABSTRACT

PISSINATE, Kenia. Cytotoxic activity of Piper nigrum and Struthanthus
marginatus. A preliminary study of the correlation between the cytoxicity and
hydrophobicity of piperine and its synthetic derivatives. 2006. 109p. Dissertation (Master
Science in Organic Chemistry, Medicinal Chemistry) Instituto de Ciéncias Exatas,
Departamento de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2006.

Chemical and biological studies of two plants were realized. The species Piper
nigrum, commonly knowed as black pepper, is of great economic, ecological and
pharmaceutic importance. Piperine, amide majority and prototype for the synthesis of
analogous derivatives was obtained from the ethanolic extract of dried black pepper seeds.
Cytotoxic proprieties of the extract, piperine, its analogous and derivatives were quantitavely
evaluated against Ehrlich ascites carcinoma (EAC). The inhibitory value for cell viability of
the EAC was approximately 49% for extract concentration of 25ug/ml. Piperine was less
cytotoxic than its analogous and derivatives and its ICsy value was 108.23uM. Possible
mechanisms for celular death induced by piperine, analogous and derivatives were analysed
through expression of phosphatidylserine and of the lactate dehydrogenase. The cytotoxic
activity of the above mentioned compounds were correlated with their hydrophobic
parameters: molar refractivity (Rys,) and theoretical partition coefficient (ClogP) values. The
other plant analysed was Struthanthus marginatus, tropical mistletoe specie, less studied than
Visco album, a very known and studied plant in Europe, due to its pharmaceutical properties
and antitumoral activity. Chemical screening of hydro-alcoholic extracts of leaves, stem and
haustorius of this plant were realized. Different classes of special metabolites such as tannins,
flavonoids and alkaloids were detected in different intensities. The cytotoxic evaluation of this
mistletoe was realized in fractions of different polarities.

Key words: Piperine, Struthanthus marginatus, hydrophobicity, Ehrlich, cytotoxicity.



% inib.
ADN
ATP

Cyq

CCF
ClogP
COC

dp

EAC
F]-ACOEt
F»-AcOEt
F-CH,(Cl,
F-MeOH
LDH
logP
MDR

ml

MTT

n

nm

°C

SAR
vol

ng

uM

LISTA DE ABREVIACOES E SIMBOLOS

percentagem de inibicao
acido desoxirubonucleico

trifosfoto de adenosina

concentracdo na fase aquosa

cromatografia em camada fina;

logaritimo do coeficiente de particdo obitido teoricamente
concentracdo na fase organica (octanol);
desvio padrao;

carcinoma ascitico de Ehrlich;
primeira fracdo em acetato de etila

segunda fracdo em acetate de etila

fragdo em diclorometano

fracdo em metanol

desidrogenase lactica;

logaritmo do valor do coeficiente de particao;
resisténcia a multiplas drogas

mililitro

brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazdlio
nimero de pontos;

nandmetro

graus Celcius

coeficiente de particao

fosfatidilserina

relacdo quantitativa entre a estrutura e a atividade
coeficiente de correlagdo;

coeficiente de reta global;

fator de retengdo

refratividade molar

refratividade molar em 100% de fase aquosa
rota¢do por minuto
relacdo entre a estrutura e a atividade

volume

micrograma

microlitro

micromolar

X1



INDICE DE TABELAS

TABELA 1. DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DAS ESPECIES DE PIPER NOS
ESTADOS BRASILEIROS E AS PRINCIPAIS INDICACOES NA MEDICINA
POPULAR. ......coovooeeoeeeeeoee oo eeeeee e ee oo s ese oo s 9

TABELA 2. DISTRIBUICAO DE PIPERINA NAS FOLHAS, CAULES E FRUTOS
DA ESPECIE PIPER NIGRUM. ..........ccccocoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiciiicieiicie et 19

TABELA 3. CITOTOXICIDADE DA PIPERINA EM CULTURAS DE CELULAS DE
L292, DLA  E EAC. ..o 23

TABELA 4. EXTRATOS HIDROALCOOLICOS OBTIDOS DOS HAUSTORIOS,
CAULE E FOLHAS DE STRUTHANTHUS MARGINATUS. .........ccccccecivvuiviininiannnnn. 49

TABELA 5. VALORES MEDIOS DE R DETERMINADOS PARA A PIPERINA E
SEUS DERIVADOS. ..ot 53

TABELA 6. VALORES DE ICso (uM) DA PIPERINA, ANALOGOS E DERIVADOS
SINTETICOS. ..ot s 60

TABELA 7. VALORES DA % DE LIBERACAO ESPECIFICA DE LDH DAS
CELULAS EAC FRENTE A PIPERINA, ANALOGOS E DERIVADOS E, SUAS

RESPECTIVAS CONCENTRACOES. ......coiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 70
TABELA 8. VALORES DOS COEFICIENTES DE PARTICIPACAO TEORICOS
(CLOGP) DA PIPERINA, SEUS DERIVADOS E ANALOGOS. .......cccovvererrereerenn. 73
TABELA 9. VALORES DE Ry DETERMINADOS PARA A PIPERINA, SEUS
DERIVADOS E ANALOGOS SINTETICOS..........ooveveeeeeieeeeeeeeeeeseeeeeeseeeee e 75
TABELA 10. VALORES DE Ry;w DETERMINADOS PARA A PIPERINA, SEUS
DERIVADOS E ANALOGOS SINTETICOS..........oooveieeeeeieeeeeeeeeeeseeeseseeee e 76
TABELA 11. RESULTADOS DA TRIAGEM DOS PRINCIPAIS METABOLITOS
ESPECIAIS NA ESPECIE STRUTHANTHUS MARGINATUS. ........cooooeeeeeeeerrnnnne. 83

TABELA 12. ATIVIDADE CI"I:OTOXICA DAS FRACOES DE STRUTHANTHUS
MARGINATUS FRENTE AS CELULAS DO CARCINOMA DE EHRLICH. .............. 85

Xii



INDICE DE FIGURAS

FIGURA 1. ESTRUTURAS DOS COMPOSTOS ISOLADOS DAS PLANTAS
MEDICINAIS. ... s 4

FIGURA 2. PRINCIPAIS CLASSES DE METABOLITOS ESPECIAIS, MAJORITARIOS,
CITANDO ALGUNS EXEMPLOS PRESENTES NO GENERO PIPER. AMIDAS:
PIPERINA (1) E CEFARADIONA A (2); PROPENILFENOIS: SAFROL (3) E EUGENOL
(4); LIGNANAS: SESAMINA (5); NEOLIGANANAS: KADSURINA A (6); TERPENOS:
TRANSFITOL (7) E TERPINOLENA (9); KAVAPIRONAS: METISTICINA (8);
DIHIDROCHALCONAS: ASEBOGENINA (10); FLAVONA: 7,4’-DIMETIOXI-5,3’-

DIHIDROXIFLAVONA (11); OUTROS: DOPAMINA (12). c.oooooiiiiiiiiiiiiiiiciieciecieeee 12
FIGURA 3. ESTRUTURA DAS NOVAS CICLOPENTENEDIONAS (13), (14) E (15), E

DA COUMARINA (16) ISOLADAS DE P. CARNICONNECTIVUM.............cccccocuveueecuennnnnn. 13
FIGURA 4. ESPECIE PIPER NIGRUM. ............oooveoeeeeeeeeeeeeeeeseeesees s 14

FIGURA S. GRAOS~ DE PIMENTA DO REINO SECOS: VERDES (1), PRETOS (2) E
BRANCOS (3). GRAOS DE PIMENTA DO REINO DE CONSERVA: VERDES (4) E

VERMELHOS (5). ettt st 16
FIGURA 6. ESTRUTURAS DE ALGUMAS AMIDAS/ALCALOIDES ISOLADAS DE P.

NIGRUDM ...ttt st 17
FIGURA 7. PIPERINA E SUAS TRES FORMAS ISOMERICAS. .......cccovvmivieeeerrernnnn. 18

FIGURA 8. DISTRIBUICAO BIOGEOGRAFICA DA FAMILIA LORANTHACEAE......25

FIGURA 9. ESTRUTURA DOS METABOLITOS ESPECIAIS ISOLADOS DA ESPECIE
SCURRULA ATROPURPUREA . ......ccoooiiiiiiiiiiiieeie ettt 26

FIGURA 10. ESTRUTURA DA QUERCETINA (45), 4”-O-ACETILQUERCITRINA (46),
CATEQUIN-4-3-OL (47) E PERSEITOL (48) ISOLADOS DE LIGARIA CUNIFOLIA. .....27

FIGURA 11. STRUTHANTHUS MARGINATUS. .......cccoooiiiiiiiiiiiiininieeeeeeeeeeece e 31

FIGURA 12. HAUSTORIOS, RAIZES MODIFICADAS DAS PLANTAS DO GENERO
STRUTHANTHUS. .......oooviiiiiiiiiiiiiiiiiiicciee e 32

FIGURA 13. ESTRUTURAS DOS METABOLITOS ESPECIAIS OBTIDOS DO ESTUDO
DAS PLANTAS MEDICINAIS. ..ottt 35

FIGURA 14. ALGUMAS ESTRUTURAS DOS ALCALOIDES ISOLADOS DAS
PLANTAS MEDICINAIS, DERIVADOS SEMI-SINTETICOS E ALGUNS ANALOGOS.38

FIGURA 15. PIPERINA, DERIVADOS E ANALOGOS..........ooovoreerreerseeeerseeseesreriens 46
FIGURA 16. DETERMINACAO DOS VALORES DE Rr.......covvveeiireieeeeeiesevsererenenans 52
FIGURA 17. PIPERINA 1 E SEUS ANALOGOS DE MODIFICACAO ESTRUTURAL...57
FIGURA 18. ESTRUTURA DAS AMIDAS ALCALOIDAIS SINTETIZADAS A PARTIR

DO EUGENOL E DO SAFROL. .....c.ooiiiiiiiiiiiiiiiiice e 58
FIGURA 19. REDUCAO DO SAL TETRAZOLIO (MTT) A FORMAZANA.................... 60
FIGURA 20. SUB-POPULACOES DE CELULAS DO EAC OBSERVADAS NO

CITOMETRO DE FLUXO APOS 24H DO ENSAIO DE CITOTOXICIDADE. .................. 63

FIGURA 21. EXPRESSAO DA ANEXINA V NA SUB-POPULACAO A DE CELULAS
DO EAC APOS 24H DO ENSAIO DE CITOTOXIDADE. ......cvveeevereeeeeeeeeeeeeeeseeeeessee 65

Xiii



FIGURA 22./EXPRESSAO DA ANEXINA V NA SUB-POPULACAO B DE CELULAS
DO EAC APOS 24H DO ENSAIO DE CITOTOXIDADE. .......ccccccoeiiiiiiiiiiiiiiiciicice 68

FIGURA 23. EXPRESSAO,DA ANEXINA V NO CONJUNTO ENVOLVENDO AMBAS
SUB-POPULACOES DE CELULAS DO EAC APOS 24H DO ENSAIO DE
CITOTOXIDADE. .....coiiiiiiiiii ettt 69

FIGURA 24. ANALISE DA EXPRESSAO DE ANEXINA V E LDH DAS CELULAS DO
EAC FRENTE AS MAXIMAS CONCENTRACOES DAS AMIDAS ALCALOIDAIS. AS
BARRAS INDICAM AS PERCENTAGENS: DA SUB-POPULACAO A (A), DA SUB-
POPULACAO B (B) E DO CONJUNTO DE SUB-POPULACOES, A E B, (C) DE
CELULAS MARCADAS COM ANEXINA V, DETECTADAS NO CITOMETRO DE
FLUXO E; DE LIBERACAO ESPECIFICA DE LDH. ESTES ENSAIOS FORAM

REALIZADOS EM CULTURAS INDEPENDENTES, APOS 24 H. ......co.cooovvvvierninnnnn, 71
FIGURA 25. CORRELACAO ENTRE O Ryw E O CLOGPrg6rico PARA TODOS OS
COMPOSTOS ANALISADOS.......ooiiiiiiiiiicee e 78
FIGURA 26. CORRELACAO ENTRE O Ryw E O CLOGP TEORICO DOS COMPOSTOS
ANALISADOS, COM EXCECAQO DOS 53,54 E 56......cccooiiiiiiiiniiiiiiiiicniciccecicic 79

FIGURA 27. GRAFICOS AE B REPRESENTANDO A QORRELACAO ENTRE OS
VALORES DE IC5y COM OS PARAMETROS HIDROFOBICOS CLOGP E Ryw,
RESPECTIVAMENTE. ...ttt 80

FIGURA 28. GRAFICOS A E B REPRESENTANDO A CORRELACAO ENTRE OS
VALORES DE IC5o COM OS PARAMETROS HIDROFOBICOS CLOGP E Ruyw,
RESPECTIVAMENTE, DOS COMPOSTOS 1, 49, 53,55,56,57TE S58.......ccccoieiiinennen. 80

FIGURA 29. GRAFIQO REPRESENTANDO A CORRELACAO ENTRE OS VALORES
DE IC5o COM O PARAMETROS HIDROFOBICO CLOGP, ENVOLVENDO 1, 50, 51, 52,

X1V



INDICE DE ESQUEMAS

ESQUEMA 1. FORMACAO DA PIPERIDINA. .....c..coovuiveeeeeeeeeeeeeeseeeeeeee s, 19
ESQUEMA 2. ROTA BIOSSINTETICA DA PIPERINA. ..o, 20
ESQUEMA 3. FORMACAO DO CANCER E DESENVOLVIMENTO DE
IMETASTASE . ..o e r e e s e e e s e e s e 39
ESQUEMA 4. OBTENCAO DAS FRACOES DO EXTRATO DE S. MARGINATUS
PARA ENSAIOS BIOLOGICOS. ..o 50
ESQUEMA 5. DETERMINACAO DA DESIDROGENASE LACTICA...................... 55

XV



SUMARIO

1 INTRODUGAO .......ceiererereresesssssssasasasasasasasssassssssssssssesssssenesssssssssssssssssssssssasasasasans 1
1.1 Importancia do Estudo das Plantas MedicCINais ........ccceeeeessencssnrcssnscssanscssassossassssasesens 2
1.2 A Familia PiPeraceae.........cuccrrerccecssercssncssansssnessasssssessassssssssasssssessassssssssassssssssassssssssassssssss 6
1.2.1 O ZENETO PiPET cevssressssressssessssressssscssssssssssasssssasssssosssssesssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssseses 7
1.2.2 A eSpECie Piper NIGTUNL L. ccvveeessssecsssnscssanesssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssanes 14
1.3 A Familia Loranthaceae.........ciceevennensisuisicissessecsssssssssssissnsssssssssssssssssssssssssssssssssssses 24
1.3.1 O ZENETO SITUINANTAILS eevsrsresssasessssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssanss 30
1.3.2 A espécie Struthanthus MATGINATUS ceseeessseessssecssssesssssesssssosssssossssssssssssssssessssssssssssssssase 31
1.4 As Plantas Medicinais na Quimioterapia do CANCer .........ccoeeesecssarcssncssassssscsasssssssonss 33
1.4.2 Os alcaldides na qUIMIOLETapia dO CANCET wevesreessssessssessssesssssesssssessssssssssasssssesssssessnsass 36
1.4.1 O CANCET currrrecsunesssncsanssssnssanssssnssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssassssnsssasss 39
2 JUSTIFICATIVA E OBUETIVO ....cciccciiirirsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnnas 42
3 PARTE EXPERIMENTAL ....ccoiiiiiiiriirrssssssssssssssssssss s 44
3.1 EQUIPAIMENLOS ccccceernriccsssnrecssssassecsssassesssssssesssssasssssssssssssssssssssssssssssssssassasssssssssssssssssssssnans 44
3.1.1 Preparaciio dOS EXITALOS seeeeesssesssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssassses 44
3.1.2 ENSAI0S DIOIOZICOS seerreessresssncssssnessssacssssasssssasssssessssesssssessossssssssssssasssssssssssassssssssssseses 44
3.2 Reagentes € SOIVENTES .....ccceeiveeeiseissueissnnssnncsnnsssnssnnsssnsssnsssssessssssssssssssssessssssssssssassssssssssss 45
3.2.1 Preparacao dos reagentes especificos para triagem
FIEOQUITIIIC A uueeesseressrssessrssesssescssssessssnesssasssssassssssssssssssssasssssasssssassssssssssssssssssssssssssssnsssssasssssanes 45
3.2.2 A piperina, analogos € dETIVAUOS ceessressssressssesssssesssssesssssessassessssssssssssssssssssssasssssesssssses 46
3.2.3 Cromatografia em camada fina e de coluna
FIIETANEE 1eveeessrnecsssnessssnessssnesssnncssssessssnesssssessssnesssssessssssssssesssssesssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnss 47
3.2.4 ENSAI0S DIOIOZICOS sereressssresssasssssasessssssssssssssasssssassssasesssssessssssssssssssssssssnsssssssssssssssssassses 47
3.3 Material VEGELal .....uccccvvvueeiiiisrnniccsssnnicssssansecsssnssesssssssssssssassessssssssssssssssssssssssssssssssssssssnans 47
3.3.1 Obtencao do extrato de Piper nigrum (PIPEraceae)..cccseesssssssssssssssssssssssssssssssssssssaseses 47
3.3.2 Obtencao dos extratos de Struthanthus marginatus
(LLOTANTNACEAE) eeeeeereerrssrernnereeccescsssosssnsaseasccssssssssasssssssssssssssssnssssssesssssessanasssssssssssssnnnnssssassssssse 47
3.4 Separacao CromatografiCa ......ccceveeeecsensensunssnssissnssessesssssssssnssissessesssssssssssssssssssssnsssossens 49
3.5 Triagem FitOQUIMICA....ccciveirrresseissancssensssnsssesssancssasssasssssssssssssssssassssssssassssssssassssssssassssssse 51
3.6 Determinacio dos Parametros HidrofoDiCos .........cceeeveisuisuisuesecsncsessensensssssnssisnessessees 51

Xvi



3.6.1 MEtodo CrOMALOZTATICO sereesssresssssesssssssssnssssssesssssesssssssssssessssssssssssssnsssssnsssssnsssssssssssassses 51

3.0.2 CLOG P aueeervrruresrrsnssuncsaessnsssncssnssssssesssessssssssssessssssassssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssassassane 53
3.7 ENSAI0S BIOlOZICOS...ccuieruiesreinsarcsseissancssanssansssassssscssasssssssssssssssssssssasssssssssssssssssassssssssasssssese 54
3.7.2 Determinacao da atividade CILOLOXICAu mmmessseessssesssssessssesssssessssssssssrsssssssssssasssssessssseses 54
3.7.3 Ensaio em CitOMetro de flUXO cueeecssseesssnessssnesssssesssssesssasssssasssssssssssssssonsssssnssssssssssassses 54
3.7.4 Ensaio com a desidrogenase 1actica (LDH)uuecceeeescsrccsssncssnscscsncssssncssnsscsssessssesssssenes 55
4 RESULTADOS E DISCUSSAD .......corcueurmeereasmasesssessessssssessesssssssessesssssssessesaseass 57
4.1 Estudo da Espécie Piper nigrum, Piperina,
ANALOZOS € DEIIVAMOS .cccuveirruresseissaicssenssancssansssssssassssssssssssassssssssassssssssassssssssassssssssassssssssassssssse 57
4.1.1 Atividade DIOIOZICA ceeeeesssrecssssesssssesssnesssssesssssossssssssssasssssesssssssssssossssssssssssssssssssssessssses 59
4.1.2 Estudo dos parametros hidrofODICOS suiceesseessssscsssnssssssesssasesssssesssssssssssssssssssssssssasssssases 72

4.1.3 Estudo das correlagdes entre a hidrofobicidade
versus @ atividade DIOIOZICA euueeessressssresssssessssresssssesssssesssssssssssssssssssnsssssssssssssssssssssssasssssanes 79

4.2 Estudo dos Extratos Obtidos da Espécie

SrUtRANTRUS MATGINALUS «oveeevveeossrreosssrosssaresssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnss 82
4.2.1 Ensaio de qUIMIOPIOSPECCAO weeeesssesssssesssssessssssssssssssssasssssesssssessssssssssssssssssssssasssssassssses 82
4.2.2 Obtengao e estudo das atividades citotoxica das
fracOes de S. MATGINAINUS cuveersvressresssrissssrisssssisssssessssesssssesssssessssssssssssssssssssssssssssessssssssssses 84

5 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS .....coouvueeeemenraseesssssssessssssssssssssssassessssssasssnes 86

6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........cooeeeureureeesessensessssessesessasessesesessessesssenns 87

Xvil



1 INTRODUCAO

O uso dos produtos naturais, especialmente os derivados das plantas medicinais,
para prover o alivio de doencas, é reconhecido tradicionalmente por mais de cinco
milénios em vdrias civilizagcdes. No decorrer dos anos, o estudo destes produtos tem
contribuido enormemente para o desenvolvimento de diversos farmacos com importantes
aplicacdes terapéuticas, correntemente utilizadas na medicina moderna, dos quais,
aproximadamente 25 % sdo derivados direta ou indiretamente de plantas superiores
(CALIXTO et al, 2005).

Historicamente, o desenvolvimento da quimica orgéanica ocorreu paralelo ao
estudo de plantas, principalmente a partir do século 19, quando foram registradas as
primeiras investigagdes sobre os vegetais, com base cientifica. Isto resultou no isolamento
de alguns principios ativos de plantas, ji4 entdo conhecidos como medicinais
(MOTANARI & BOLZANI, 2001).

Depois de algumas décadas, no século 20, a quimica de produtos naturais passou a
representar a principal linha de pesquisa para as descobertas de novos agentes
anticarcerigenos (CRAGG & NEWMAN, 2005; CRAGG et al, 1997). Entre 1983 e 1994,
muitos dos medicamentos de origem natural aprovados para o tratamento do cancer foram
compostos oriundos do metabolismo de vegetais superiores (CORDELL, 1995).

O cancer € uma das mais terriveis doengas do século 20 e vem se expandindo,
aumentando as incidéncias de casos no século 21. No entanto, recentemente, uma grande
énfase tem sido dada as pesquisas e a medicina alternativa, envolvendo plantas medicinais
pertencentes a diferentes grupos etnobotanicos, com intuito de complementar as formas de

se administrar esta doenca (BALACHANDRAN, 2005).



1.1 Importancia do Estudo das Plantas Medicinais

As plantas medicinais t€ém sido usadas pelo homem desde as grandes civiliza¢des
antigas, como a chinesa, indiana e norte africana, conforme evidenciam alguns
manuscritos remanescentes, principalmente quanto a naturalidade do homem na utilizacdo
das plantas para o tratamento de uma ampla variedade de doengas (PHILLIPSON, 2001).

No entanto, os principios ativos das plantas comecaram a serem isolados a partir
do século 19 e, um marco particular foi a descoberta da quinina (Figura 1), isolada da
casca da Chinchona pelos cientistas franceses Caventou e Pelletier (PHILLIPSON, 2001).

Desde entdo, até anteceder a Grande Guerra Mundial, no século 20, uma série de
produtos naturais isolados de vegetais superiores tornaram-se agentes clinicos e;
numerosos deles ainda sao usados nos dias de hoje, por exemplo: os alcal6ides, morfina e
codeina, extraidas do Opio (do latex dessecados dos frutos imaturos de Papaver
soniferum), a digoxina isolada das folhas de plantas do gé€nero Digitalis, a atropina
(derivada da hiosciamina) e a hioscina presentes em espécies da familia Solanaceae,
ilustrados na Figura 1 (PHILLIPSON, 2001).

O surgimento dos antibidticos produzidos pela fermentacdo microbiana aliada ao
desenvolvimento marcante de farmacos sintéticos produzidos pela industria farmacéutica,
logo depois da Grande Guerra, foram causas marcantes do declinio do uso das plantas
medicinais e consequentemente, no investimento em farmacos de origem vegetal
(MOTANARI & BOLZANI, 2001).

Assim, nos anos pos-guerra, foram relativamente raras as descobertas de novas
drogas de vegetais superiores com considerdvel importincia, exceto a reserpina (Figura 1),
isolada das espécies de Rauwolfia, precursora dos agentes tranqiiilizantes e, os alcaldides,
vincristina e vinblastina (Figura 1), da espécie Catharanthus roseus que foram efetivos na
quimioterapia do cancer (PHILLIPSON, 2001).

Entretanto, nas ultimas décadas do século 20, uma importante mudanca de
paradigma das sociedades ocidentais fez com que os produtos das plantas passassem
novamente a ocupar papel de destaque por grande contingentes das populagdes dos paises
desenvolvidos e em desenvolvimento (MOTANARI & BOLZANI, 2001).

Principalmente, para a industria farmacéutica motivada pelas descobertas dos
agentes quimioterdpicos eficazes como a vincristina e a vinblastina além; da
podofilotoxina obtida da espécie Podophyllum peltatum e, os andlogos etoposida e

teniposida; do taxol isolado da casca de Taxus brevifolia e; da artemisinina, um principio
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ativo extraido da planta Artemisia annua; reativando o interesse pelos medicamentos de
origem vegetal, conforme ilustra a Figura 1 (MOTANARI & BOLZANI, 2001).
Iniciando-se a busca por substincias naturais bioativas de estrutura molecular complexa,
com a presenca de centros assimétricos; estruturas complexas muito dificeis de serem
obtidas por um processo sintético de custo racional (MOTANARI & BOLZANI, 2001).

Esta retomada as pesquisas com os produtos naturais, principalmente de origem
vegetal, nos ultimos anos, acarretou em uma estratégica mudanca dentro do estudo
quimico destas moléculas, incluindo técnicas mais rapidas e precisas quanto ao isolamento
e elucidacao estrutural, avaliacdo bioldgica, semissintese e a biossintese para a descoberta
de novas moléculas com aplicacdes medicinais (CORDELL, 1995).

Uma alternativa para a descoberta de novas drogas naturais promissoras, a qual
tem sido adotada pelas industrias farmacéuticas € a quimica combinatéria e o
fracionamento guiado por bioensaio (MOTANARI & BOLZANI, 2001). Esses métodos
permitem o acesso a uma série pré-selecionada de diversas moléculas naturais,
estruturalmente favordveis, fundamentadas em torno de um composto comum, fornecendo
uma ampla “biblioteca” de moléculas em um curto espago de tempo (PATERSON &
ANDERSON, 2005).

Outros esfor¢os, envolvendo a quimica organica sintética, tém sido a preparacao
de anélogos de produtos naturais capazes de corresponderem de forma mais efetiva do que
seus precursores a acdo bioldgica. Todavia, a modificacdo estrutural, como a
transformac¢ao de um grupo funcional, nos produtos naturais tem a vantagem de fornecer
andlogo de forma mais rdpida, embora seja limitada em termos de variedades de
compostos (PATERSON & ANDERSON, 2005).

No entanto, em alguns paises detentores de uma fantastica biodiversidade, como o
Brasil, as pesquisas com plantas medicinais ainda estdo centradas no ambito das
universidades e institutos de pesquisas onde se desenvolve essencialmente a fitoquimica
basica, embora existam vdrios grupos envolvidos na busca de principios ativos de plantas.
As industrias farmacéuticas nao investem nestas pesquisas, sendo que, cerca de 85% das
inddstrias transnacionais sediadas no Brasil praticam toda a pesquisa de descoberta e
desenvolvimento de farmacos em seus paises de origem (MOTANARI & BOLZANI,
2001).
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Sao vdrias as utilidades dos produtos naturais, principalmente os oriundos das plantas,
quer sejam como suplementos na alimentagdo, intermedidrios usados nas industrias ou
medicamentos (MOTANARI & BOLZANI, 2001), quer sejam no uso in natura das plantas
medicinais como o uUnico recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos
(MACIEL et al., 2002).

Portanto, a seguir, serdo apresentados topicos envolvendo as familias, os géneros e
alguns metabdlitos especiais referentes as duas espécies das plantas estudadas nesta
dissertacdo de mestrado, visando, principalmente, a busca de novos agentes para a

quimioterapia do cancer.



1.2 A Familia Piperaceae

A familia Piperaceae abrange uma das mais relevantes e antigas especiarias, a
pimenta, comercializada de Malabar, uma regido na costa oeste do sul India, para diversos
paises. A pimenta também € mencionada, em alguns manuscritos romanos do Século 5, como
um importante bem econdmico da cidade de Roma (MOBOT, 2005). Hoje, esta familia
botanica compreende um amplo nimero de espécies importantes, economicamente, devido
suas propriedades como condimentos e medicinais; além da vasta maioria, sem valor
econdmico, mas extremamente relevantes ecologicamente.

Esta familia pantropical € composta por alguns gé€neros, cujos principais sao:
Lepianthes, Sarcorhachis, Ottonia, Pothomorphe, Peperomia e Piper. Destes, os maiores
géneros sdo os dois ultimos citados, contendo cada um cerca de mil espécies. O género
Piperomia é caracterizado em sua morfologia, principalmente, como plantas pequenas,
suculentas, muitas vezes epifitas. Enquanto que o género Piper é composto por plantas
lenhosas, incluindo arbustos, trepadeiras e pequenas arvores (DYER et al., 2004).

A familia Piperaceae, no Brasil, € representada, praticamente, em todos os estados do
pais, principalmente, pela espécie Piper nigrum, a pimenta do reino, que fora introduzida no
século 17 pelos portugueses (EMBRAPA, 2005). Dentre os estados do nordeste brasileiro,
tomando-se apenas o estado do Ceard como exemplo, além da espécie Piper nigrum, sao
compreendidos outros 35 taxas da familia Piperaceae distribuidos em quatro géneros: Otfonia,
Pothomorphe, Peperomia e Piper (GUIMARAES & GIORDANO, 2004).

Muitas destas espécies sdo utilizadas popularmente como condimento, principalmente
os frutos; como ornamentagdo; e como medicinais através de chds, infusdo, banhos
aromadticos tanto das raizes quanto do caule e dos frutos, estes, muitas vezes, na forma seca ou
moida, sdo empregados para o tratamento de um amplo espectro de doencas (GUIMARAES

& GIORDANO, 2004).



1.2.1 O género Piper L.

O género Piper da familia Piperaceae tem mais de 1000 espécies que se distribuem
geograficamente pelas regides subtropicais (DYER et al., 2004), tropicais e temperadas dos
dois hemisférios (GUIMARAES & GIORDANO, 2004). Este género apresenta uma das
maiores diversidades de tdxons nos paises neotropicais, em que corresponde a cerca de 2/3 de
todas as espécies neles descritas. Muitas plantas deste género crescem em florestas quentes,
umidas e com alto indice pluviométrico. Aproximadamente, 300 espécies sdo endémicas do
sudeste da Asia, incluindo o leste das ilhas da India e o norte da Australia. Apenas duas
espécies sdo nativas da Africa. Na América Central, ha ocorréncia de cerca de 90 espécies na
Peninsula Osa na Costa Rica, como também em alguns paises da América do Sul (DYER et
al., 2004).

No Brasil, ocorrem cerca de 266 espécies do género Piper, das quais 13 espécies e 4
variedades foram descritas apenas no estado do Ceard, embora praticamente todas também
ocorram em outros estados nacionais (GUIMARAES & GIORDANO, 2004). A Tabela 1
sumariza a ocorréncia e as principais atividades medicinais das diversas espécies do género
Piper nos estados brasileiros.

A maioria das espécies deste género nao tem valor econdmico, embora apresentem
uma grande importancia ecoldgica dentro do seu habitat natural, principalmente nas florestas
umidas. As folhas das plantas do género Piper servem de alimento para uma série de insetos
herbivoros, enquanto que os frutos amadurecidos nutrem uma variedade de animais
frugivoros, por exemplo, morcegos e passaros (DYER et al., 2004).

No entanto, algumas plantas do género Piper sdo economicamente muito importantes.
Um exemplo € a espécie P. methysticum cujas raizes sdo fontes de “kawa”, substancia da
classe das kavapironas, usada tradicionalmente na Polinésia como uma bebida narcética, hoje,
esta planta € de interesse para as industrias na formula¢do de sedativos. Outras espécies
complacentes como P. cubeba, P. longum e P. auritum sdo usadas localmente como
condimentos ou medicinais. Uma das mais proeminentes € a espécie P. nigrum, originalmente
da India, foi importante nos primeiros negécios estabelecidos entre a Europa e a Asia, sendo
hoje, a principal fonte de pimenta preta e € amplamente utilizada pela humanidade como

condimento (DYER et al., 2004).



Recentemente, foi identificado, particularmente em P. longum, P. auritum, e P.
hispidinervum um dos principais 6leos volateis brasileiros, o safrol (Figura 2) explorado
economicamente em Rondoénia por indudstrias quimicas (SIMOES et al., 2004). Em algumas
espécies como na P. hispidinervum, o safrol tem uma elevada concentragdo, atingindo de 83 a

93% dos 6leos essenciais caracterizados (DYER et al., 2004).



Tabela 1. Distribuicao geografica das espécies do Piper nos estados brasileiros e as principais indica¢des na medicina popular.

Espécies Distribuicao Geografica Propriedades medicinais
Piper marginatum Jacq. | Amazonas, Pard, Ceard, Paraiba | Seus frutos sdo usados como substitutos da pimenta-do-reino, utilizando-os como condimento.

e Pernambuco

Também € usada sob a forma de ch4, considerada antiespasmddica para afecgdes do figado e
do baco; segundo os indios quando amassadas, sdo utilizadas para aliviar coceiras das picadas
de insetos.

Piper amalago (Jacq.)
Yunck.

Ceara, Permambuco, Bahia,
Minas Gerais, Rio de Janeiro,
Sdo0 Paulo, Parana, Santa

Catarina, Rio Grande do Sul e
Mato Grosso

Suas folhas sdo usadas sob a forma de cataplasmas ou, através do cozimento, sao empregadas
em banhos ou chds, devido suas propriedades sudoriferas acentuadas. Sao uteis ainda para os
males do estomago. Os frutos sao estimulantes além de serem usados para o tratamento das
cardialgias, no tratamento de reumatismos.

Piper cernuum Vell.

Amazonas, Ceara, Bahia, Minas
Gerais, Espirito Santo, Rio de
Janeiro, Sao Paulo, Parana e
Santa Catarina

O suco das espigas, em aguardente, ¢ de uso interno contra mordedura de cobra e o bagaco
misturado com raizes pode ser aplicado sobre o ferimento produzido pelo animal. A raiz é
considerada um medicamento sialagogo e diurético. O pé resultante das espigas secas € util
para tratamento de gonorréias cronicas e leucorréias.

Piper tuberculatum Jacq.

Amazonas, Pard, Maranhao,
Piaui, Ceara, Paraiba,
Pernambuco, Rio de Janeiro e
Mato Grosso

7z

No Ceard € conhecida como pimenta-de-macaco ou pimenta-longa, considerada planta
medicinal como estimulante e carminativa.

Piper arboreum Yunck.

Amazonas, Ceara, Pernambuco,
Bahia, Rio de Janeiro, Sao
Paulo, Parani, Santa Catarina,
Rio Grande do Sul e Mato
Grosso

Sob a forma de chd e banhos arométicos € a planta usada contra reumatismos, bronquites,
resfriados e gripes fortes, sendo ainda carminativa e emoliente. As folhas tem 6leo de sabor
picante, com aroma semelhante ao do hortela-pimenta, sendo empregadas como sudorificas e
afrodisiacas. Também sdo utilizadas nas dores de garganta e dentes.

Piper  divaricatum G.
Mey.

Amazonas, Amap4, Pard, Cear4,
Pernambuco, Bahia, Minas
Gerais, Espirito Santo, Rio de
Janeiro e Mato Grosso

A raiz € aromatica, de sabor forte, semelhante ao do gengibre. As folhas e as raizes, quando em
infusdo, sdo empregadas internamente contra dores reumaticas e célicas, e, quando cozidas, sdo
utilizadas sob a forma de banhos antireumaticos.




Continuagao da Tabela 1

Espécies Distribuicao Geografica Propriedades medicinais
Piper bartlingianum Miq. | Amazonas, Amapd, Pard, Ceara Nao descritas
Piper rufipilum Yunck. Endémica no estado do Ceard Nao descritas
Piper crassinervium | Amazonas, Ceard, Minas Gerais, Nao descritas
Kunth Rio de Janeiro, Sao Paulo, Parana

e Santa Catarina

Piper mollicomum Kunth,
Linnaea

Ceara, Paraiba, Pernambuco,
Minas Gerais, Espirito Santo, Rio
de Janeiro, Sao Paulo, Santa
Catarina, Mato Grosso e Goids

Os frutos sdo uteis para problemas estomacais, sendo também muito usados em doencas
venéreas. Suas raizes sdo utilizadas como mastigatdrios para anestesiar as dores de dentes.

Piper dilatatum Rich. Amazonas, Amapd, Para, Nao descritas
Maranhao, Pernambuco, Bahia,
Minas Gerais, Sdo Paulo, Parana,
Santa Catarina e Mato Grosso

Piper aduncum L. Amazonas, Amap4, Par4, Mato As folhas sdo utilizadas sob a forma de cha contra apatia intestinal e males estomacais. Sao
Grosso, Ceard, Bahia, Minas | adstringentes e diuréticos, sendo um hemostéitico poderoso usados em feridas, dlceras e
Gerais, Espirito Santo, Rio de | leucorréias. Suas espigas curvas e aromdticas contém taninos, esséncias e resinas. A infusao
Janeiro, Sao Paulo e Parana das folhas € usada como estoméquica, balsdmica, adstrigente e desobstruente do figado.

Piper hispidum Sw. Amazonas, Para, Cear4, As folhas, as raizes e os frutos sdo adstrigentes, diuréticos e estimulantes, empregados como

Pernambuco, Bahia, Rio de
Janeiro, Parand, Santa Catarina e
Mato Grosso

desobstruentes do figado. Também € utilizada para deter hemorragias traumaticas. As folhas
sdo utilizadas sob a forma de banhos contra as hemorréidas, reumatismos e desinterias, quando
frescas sdo usadas como emplastros em hernia de umbigo de criangas, tendo 0 mesmo uso no
estado seco e reduzido a pd, sendo ainda consideradas hemostdticas. Os frutos sdo
antiblenorrigicos.

Piper carniconectivum L.

Amazonas, Rondonia

Usado na medicina popular e como bioprodutor de 6leo essencial.
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Assim como o safrol e alguns propenilfendis como o eugenol e a miristicina (Figura
2), compostos com estruturas relativamente simples, sdo comuns a outras plantas e estdo
presentes no género Piper (DYER et al., 2004).

O género Piper tem uma grande diversidade de metabdlitos especiais, abrangendo em
torno de 667 compostos diferentes, caracterizados através de investigacdes fitoquimicas de
apenas 112 espécies estudadas, as quais correspondem aproximadamente 10% do total de
espécies conhecidas. Estes metabélitos especiais se distribuem nas seguintes classes de
substancias: 190 alcal6ides/amidas, 49 lignanas, 70 neolignanas, 97 terpenos, 39
propenilfendis, 15 esterdides, 18 kavapironas, 17 chalconas/dihidrochalconas, 16 flavonas, 6
flavanonas, 4 piperolideos e 146 miscelaneas de compostos ndo muito comuns dentro do
grupo majoritario dos metabolitos especiais (DYER et al., 2004).

Muitas destas classes de compostos t€ém sido investigadas quanto as varias atividades
bioldgicas, atribuindo a muitas espécies propriedades farmacoldgicas (DYER et al., 2004).
Dentre as atividades farmacoldgicas identificadas neste género, encontram-se suas
propriedades antitumorais (SIMOES et al., 2004) e antiinflamatérias (STOHR, 2001).

As bioatividades destes metabolitos t€m consentido a algumas plantas sua utilizacao
oficial por mais de 2000 anos na tradicional na medicina Chinesa (STOHR, 2001), assim
como, entre povos do continente Americano, principalmente, por tribos indigenas da floresta

Amazdnica (GUIMARAES & GIORDANO, 2004).
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Figura 2. Principais classes de metabdlitos especiais, majoritdrios, citando alguns
exemplos presentes no Género Piper. Amidas: piperina (1) e cefaradiona A (2);
Propenilfenois: safrol (3) e eugenol (4); Lignanas: sesamina (5); Neoligananas: kadsurina A
(6); Terpenos: transfitol (7) e terpinolena (9); Kavapironas: metisticina (8);
Dihidrochalconas: asebogenina (10); Flavona: 7,4’ -dimetioxi-5,3’-dihidroxiflavona (11);

Outros: dopamina (12).
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Recentes investigacdes fitoquimicas com as raizes da espécie P. carniconnectivum,
coletada no estado de RondoOnia, contribuiram para a descoberta de trés novas
ciclopentadionas 13-15 e o isolamento de uma cumarina, conhecida, xantiletina 16 (Figura 3)

(FACUNDO et al., 2004).

Ciclopentenedionas
OH o
R' XX
SRpe
15
Xantiletina
% 0 0__O
1999
16

Figura 3. Estrutura das novas ciclopentenedionas (13), (14) e (15), e da coumarina

(16) isoladas de P. carniconnectivum.
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1.2.2 A espécie Piper nigrum L.

A Piper nigrum L. (Figura 4), espécie tipo do género Piper (GUIMARAES &
GIORDANO, 2004), ¢ uma das mais conhecidas dentre as mais de 1000 espécies da familia
Piperaceae, devido ao seu valor comercial, econdmico, e a sua importancia medicinal (WEI et
al., 2005).

Origindria da floresta de Kerala, sul da India, os frutos de Piper nigrum constituem a
especiaria que mais atraiu os comerciantes no final do século 15, principalmente os
portugueses, apés a descoberta da rota mais curta para a India partindo da Europa
(EMBRAPA, 2005). Os portugueses passaram a dominar este produto o qual é conhecido,
popularmente, nos paises de lingua portuguesa como pimenta-do-reino (EMBRAPA, 2005) e
também denominada, pelos espanhdis, de pimenta preta e, pelos ingleses, de pepper

(BARRETO-JUNIOR, 2005).

Figura 4. Espécie Piper nigrum.

A introdu¢do da pimenta-do-reino, no Brasil, pelos colonos portugueses no séc. 17,
ficou restrita aos estados do litoral brasileiro que s6 foi estabelecida como cultivo racional
apo6s a introdugdo da cultivar Cingapura (ecotipo de Kuching) por imigrantes japoneses, em
1933. Mais tarde, os japoneses e os brasileiros introduziram o sistema de cultivo intensivo
praticado na Malésia, tornando o Brasil auto-suficiente, em 1950. Hoje, é cultivada em mais

de 100 municipios nos Estados do Pard, Espirito Santo, Bahia, Maranhdo, Cear4, Paraiba e,
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recentemente, no Estado do Amap4d, alcangando o Brasil no ano de 2004 uma producdo de
30.000 toneladas por hectare/ano (EMBRAPA, 2005).

A pimenta do reino é uma das tnicas especiarias cujos frutos podem ser
comercializados em quatro diferentes versdes de graos de pimenta: preta, branca, verde e
vermelha (Figura 5). A pimenta tipo preta, mais comum, € o fruto em sua maioria
amadurecido, debulhado das espigas e secado ao sol ou com auxilio de um secador elétrico
(UNI-GRAZ, 2005).

Os frutos totalmente amadurecidos sdo usados para produzir a pimenta branca isenta
do invélucro externo (exocarpo e mesocarpo) o qual confere o aroma a pimenta, por conter
uma parte dos compostos voldteis e acticares. Comumente, 0 processo para remo¢ao do
invélucro consiste em umedecer as espigas, nao debulhadas, encharcando-as por uma semana
em tanques de 4gua corrente, para que o mesocarpo se desintegre do endocarpo. O grao
remanescente € seco e o sélido branco pulverizado (endocarpo) é chamado de pimenta branca,
tdo pungente quanto a pimenta preta (UNI-GRAZ, 2005).

Pimenta verde, pouco pungente e de sabor “fresco”, é uma das formas de se
comercializar a pimenta do reino, principalmente, em Madagascar para o consumo como
condimento. Os frutos verdes sdo recolhidos das espigas, antes de iniciar o processo de
fermentagdo, e imediatamente colocados em conservas de salmoura ou vinagre. As conservas
também podem ser feitas com os frutos maduros originando a pimenta tipo vermelha, uma
mercadoria muito rara, considerada mais pungente do que a pimenta preta e com o frescor de

pimenta verde, é produzida em Kerala, sul da India (UNI-GRAZ, 2005).
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Figura 5. Graos de pimenta do reino secos: verdes (1), pretos (2) e brancos (3). Graos

de pimenta do reino de conserva: verdes (4) e vermelhos (5).

A espécie P. nigrum é uma planta perene com caule liso, redondo, nodoso e
ramificado; as folhas sdo inteiras, laminas ovaladas, dpice agudo, coridceas e com sete
nervuras principais; as flores s@o pequenas, brancas, dispostas em espigas; os frutos sao
globulares, vermelhos quando maduros que ao secarem possuem uma superficie grossa e
rugosa (MOBOT, 2005).

As investigacdes fitoquimicas realizadas, ao longo das ultimas décadas, em P.
nigrum revelaram uma ampla variedade de metabdlitos especiais presentes nesta espécie, 0s
quais se distribuem em diferentes classes de compostos: amidas/alcaldides, propenilfendis,
lignanas, neoliganana, terpenos, flavonas e miscelaneas de compostos, dos quais alguns sdo
encontrados apenas nesta espécie (PARMAR et al., 1997).

Recentes averiguagdes realizadas com os frutos desta espécie resultaram no
isolamento de novos metabdlitos especiais, atingindo um total de 35 amidas (WEI et al.,
2004) e; das raizes, 39 amidas alcaloidais e 21 bisamidas (WEI et al., 2005).

Muitas das amidas alcaloiddis isoladas da pimenta do reino (Figura 6), diante de
investigacdes bioldgicas, t€ém apresentado importantes atividades. Por exemplo, a pipericida
22 tem apresentado propriedade inseticida frente ao Callosobruchus chinensis, assim como a
di-hidropipericida e a guineensina, também sdo toxicas ao macho desta espécie. As amidas
guineensina, pipericida e retrofractamida A apresentaram toxidez aos mosquitos das espécies
Cullex pipiens pallens, Aedes togoi e Aedes aegypti, enquanto que outras como a piperina

apresentam propriedade antipirética, analgésica e antiinflamatéria (PARMAR et al., 1997).
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Figura 6. Estruturas de algumas amidas/alcaldides isoladas de P. nigrum.

Neste trabalho de dissertacdo de mestrado, a piperina foi o alvo de nossos estudos
devido esta amida/alcaldide ser o metabdlito majoritirio da espécie P. nigrum, de fécil
extracdo, podendo ser obtida com bom rendimento, através da preparacdo do extrato etandlico
dos frutos secos da pimenta do reino, com auxilio do extrator de Sohxlet. Outro fato relevante
que fez desta espécie um dos objetos de estudos deste trabalho, € ser o Brasil um dos maiores
produtores deste condimento. Portanto, a piperina serd o objeto de maior destaque quanto as

suas propriedades e ocorréncias.
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Piperina

As amidas alcaloiddis constituem a classe mais abundante de metabdlitos especiais
dentro do género Piper, correspondendo, na espécie P. nigrum, cerca de 20% dos compostos
ja conhecidos (PARMAR et al., 1997). Uma das mais importantes e das primeiras amidas
isoladas - por Oerstedt em 1819 e determinada estruturalmente por LANDENBURG &
SCHOLTZ em 1894 (EPSTEIN et al., 1993) - é a piperina 1 (PARMAR et al., 1997). Trata-se
do isomero 2EA4E do esqueleto 5-(benzol1,3-d]dioxol-5-il)-1-(piperidinil)-2,4-pentadien-1-
ona. A piperina em algumas espécies apresenta-se, minoritariamente, nas trés formas
isoméricas: 2Z,4E, (isopiperina); 2E.4Z (isochavicina) e 2Z.4Z (chavicina), ilustradas na

Figura 7 (BUDAVARI, 1996).

0 % S .

2
Piperina Isopiperina
XX o X o
SORSBRIGAY1
29 30
Isochavicina Chavicina

Figura 7. Piperina e suas trés formas isoméricas.

A piperina, isolada das espécies: P. acutisleginum, P. album, P. argyrophylum, P.
attenuatum, P. aurantiacum, P. betle, P. callosum, P. chaba, P. cubeba, P. guineense, P.
hancei, P. khasiana, P. longum, P. macropodum, P. nepalense, P. nigrun, P. novae
hollandiae, P. peepuloides, P. retrofractum, P. sylvaticum, P. puberulum, atinge uma
concentracdo média de 5 % nas plantas. (PARMAR et al., 1997). Em estudos mais recentes,
pode-se obter a piperina na forma de cristais amarelo-claros da espécie P. nigrum com 7% de
rendimento (RIBEIRO, 2004).

Na espécie Piper nigrum, a piperina se distribui tanto nas folhas e caules quanto nos
frutos, onde ocorre em maior proporcao (Tabela 2), sendo mais abundante nas partes secas do

vegetal (SEMLER & GROSS, 1988).
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Tabela 2. Distribuicao de piperina nas folhas, caules e frutos da espécie Piper nigrum.

Material Vegetal Piperina
(mg/g pfr) * (mg/g ps)”°
Raiz: jovem 0,057 0,32
Folhas: jovem 0,0006 0,0049
madura 0,0002 0,0007
Caules: jovem 0,0087 0,070
madura 0,46 1,92
Frutos © Pimenta preta L 31,09 ¢
Pimenta branca L 2,25

* Miligrama por grama de peso fresco de pimenta

" Miligrama por grama de peso seco de pimenta

¢ Obtidos de amostras comerciais

4 Média dos valores encontrados das amostras de pimenta preta

Biossintese da piperina
A biossintese da amida alcaloiddis, piperina, envolve a formagdao do anel
piperidinico o qual é originado ap6s a perda do grupo carboxila da L-lisina, aminodcido
precursor (Esquema 1). Posteriormente, ocorre a formagdo da porcdo do 4cido pipérico
(Esquema 2), derivado do cinamoil-CoA, cuja cadeia carbonica é estendida através da
incorporagdo de uma unidade de malonil-CoA, a qual sofre posterior redugdo, via catélise
enzimatica, seguida por uma desidratacao, formando o tioéster piperoil-CoA que reage com a

piperidina originando a piperina (DEWICK, 2001).

-CO,

(\tCOOH _PLP —
NH,~NH, NH; “NH, NH, SO
L-Lisina Cadaverina

/
e O

N reducao
H N
(base de Schiff)
Piperidina Piperideina

Esquema 1 - Formagdo da piperidina.
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Esquema 2. Rota biossintética da piperina.

Propriedades farmacologicas da piperina

Uma grande diversidade de atividades bioldgicas apresentada em estudos
farmacoldgicos com a piperina a evidencia como uma das mais importantes amidas/alcaléides
presente em espécies do gé€nero Piper, principalmente, na espécie P. nigrum na qual a
piperina € um dos principais constituintes.

Extratos de P. nigrum tém sido usados na medicina tradicional Chinesa para o
tratamento de doencas reumadticas e doengas do trato respiratério. Estudos prévios sugerem
que estes extratos e alguns constituintes possuem propriedades inibitdrias frente a enzima
ciclooxigenase-1, importante para a formacdo de prostaglandinas cuja relevancia € mediar o
desenvolvimento de processos inflamatérios, como o reumatismo (GEITZ et al., 1997).

STOHR et al, evidenciou que extratos de espécie Piper constituidas de
amidas/alcaldides, principalmente de piperina, sdo promissores na inibicdo das enzimas
ciclooxigenase-1 e lipoxigenase-5, fundamentais para o metabolismo do acido araquidonico
(STOHR et al., 2001). A enzima lipoxigenase-5 é responsdvel pela formacio de leucotrienos

proinflamatérios (SMITH, 1996).
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Outros estudos com extrato de P. nigrum, miscigenado com piperina e outras amidas,
indiciam a capacidade destes compostos de aumentar a proliferacdo de melandcitos, o que
sugere sua aplica¢do no tratamento de vitiligo. VENKATASAMY et al. confirmaram que a
piperina pura e seus andlogos sintéticos sdo capazes de induzir a proliferacdo de linhagem de
células melandcitas de ratos in vitro (VENKATASAMY et al., 2004).

A piperina além de apresentar atividade antipirética, analgésica e antiinflamatoria,
como citado anteriormente, pode agir no sistema nervoso central, em animais de laboratério,
como substancia depressora, produzindo efeitos hipnéticos (JOHRI & ZUTSHI, 1992).

Estudos recentes evidenciaram a a¢do da piperina na inibicao da atividade, em ratos,
da enzima monoamina oxidase (MAQO), responsdvel por catalisar a desaminagao oxidativa de
neurotransmissores como, por exemplo, serotonina e dopamina. As substancias inibidoras da
MAO sao usadas no tratamento de distirbios mentais, principalmente como antidepressivos e,
na terapia das doengas de Parkinson e Alzheimer (LEE et al., 2005).

Esta amida/alcaléide em ratos é rapidamente absorvida pelo trato gastrointestinal,
podendo ser detectada no plasma branco em 15 minutos apds a administracdo intravenosa
(BAJAD et al., 2002). Quando administrada oralmente, a piperina contribui para o aumento
da permeabilidade das células intestinais (WEIL, er al, 2005), aumentando a
biodisponibilidade de diferentes drogas como a curcumina, espateina, barbitirios, propanol e
teofilina (ATAL et al., 1985; JOHRI & ZUTSHI, 1992). Possivelmente, por induzir alteragdao
na dinamica de lipideos e proteinas, bem como, nas caracteristicas da membrana plasmatica,
aumentando a microvilosidade e a fluidez, no epitélio (KHAJURIA et al., 2002).

Também sdo descritas propriedades hepatoprotetora (WEIL, er al., 2005), atividade
antiasmatica (MAJUMDAR et al., 1990), antifertilidade (PIYACHATURAWAT et al.,
1982), antimetastase (PRADEEP & KUTTAN, 2002) e o efeito inibidor na producao de 6xido
nitrico e no fator o de necrose tumoral in vitro e in vivo (PRADEEP & KUTTAN, 1999) da
piperina.

Ribeiro et al. observaram a acdo da piperina e seus derivados sintéticos frente ao
protozodrio Trypanosoma cruzi; sendo que de todos os compostos ensaiados, a piperina
apresentou os valores mais promissores de concentracao inibitéria de 50%, 4,91 uM e 7,36
UM frente as formas amastigosta e epimastigota, respectivamente, quando comparados aos
valores de ICsp do Benznidazol, do qual se dispde para o tratamento da doenca de Chagas

causada por este protozodrio (RIBEIRO et al., 2004).
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A propriedade virucida da piperina, purificada dos frutos de Piper nigum, foi
observada frente ao virus influenza A/Victoria/3/75, incubado em células MDCK. Neste
ensaio, a amida natural exibiu significativa atividade, inibindo de 100 a 99,8% o virus
influenza A cujas concentracdes variaram de 0,195 - 6,25ug/ml em ordem decrescente de

diluicdo (COUCEIRO et al., 2005).

Propriedades quimioterapicas da piperina frente ao cancer

Alguns estudos t€m evidenciado que a piperina auxilia na inibicdo das reacdes de
oxidagdo tanto in vitro como in vivo causadas por radicais livres de forma a prevenir ou
retardar os danos as células e aos tecidos. A suplementacido desta amida na dieta de animais
de laboratdrio contribui na redu¢do do desenvolvimento do cancer, realgcando sua atividade de
antioxidante através do efeito inibidor ou quelante com o radical livre e espécie de oxigénio
reativo (ROS) na protecdo contra certos tipos de cancer (MITTAL & GRUPTA, 2000;
BALAKOUL & ARUNA, 1993).

Diante do carcinégeno benzo(a)pireno capaz de induzir enormes quantidades de
radicais livres e, consequentemente, a peroxidacao de lipideos em células do pulmao, estudos
com a piperina mostraram seu efeito supressor frente ao carcindégeno, reduzindo a formacao
de radicais livres e a proliferacdo de células carcinogénicas no pulmdo (SELVENDIRAN et
al., 2004 a; SELVENDIRAN et al., 2004 b).

Respostas imunofarmacoldgicas da acdo da piperina foram obtidas diante de estudos
in vitro com células de melalona B16F-10 no qual foi focalizado a ativagdo e a translocacao
de diferentes fatores de transcri¢do nuclear como o fator-kB (NF-kB), c-Fos, CREB, ATF-2 e
a expressao de citocinas proinflamatérias (PRADEEP & KUTTAN, 2004).

Neste estudo, foi observado que 10 pg/ml de piperina sdao capazes de diminuir os
niveis de producao de citocinas (IL-1B, IL-6, GM-CSF e TNF-a), cuja elevada expressdo tem
sido observada nestas células durante a metdstase. Outros efeitos observados foram tanto a
inibicdo na translocagdo dos fatores de transcricio NF-kB (subunidades p65, p50 e cRel), c-
Fos, CREB, ATF-2, quanto a reducdo da proliferacio do melanona (PRADEEP & KUTTAN,
2004).

A avaliacdo do efeito imunorregulador da piperina foi realizado por SUNILA &
KUTTAN (2004), os quais observaram que a piperina pode estimular o sistema

hematopoiético e aumentar a proliferacdo de células tanto da medula éssea quanto de células
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positivas a o-esterase. Ainda neste estudo, foi observada a atividade antitumoral desta
amida/alcaléide frente as culturas in vitro de células 1.929, do linfoma de Dalton (DLA) e do

carcinoma ascitico de Ehrlich (EAC) representada na Tabela 3 (SUNILA & KUTTAN, 2004).

Tabela 3. Citotoxicidade da piperina em culturas de células de L.292, DLLA e EAC.

Linhagem de  Efeito Citotéxico (%) Concentracdo da
células (10°) piperina (ug/ml)
L1929 100 50
DLA 100 250
EAC 100 500

SUNILA & KUTTAN, 2004

Além do estudo in vitro frente as células cancerigenas, foi avaliada a atividade
antitumoral in vivo, utilizando-se a dose de 1,14 mg/animal de piperina, observando-se a
inibi¢do do desenvolvimento do tumor s6lido em ratos induzido com o linfoma de Dalton em
37,3 %, e o aumento da expectativa de vida dos animais portadores do carcinoma ascitico de

Ehrlich em até 58,8 % (SUNILA & KUTTAN, 2004).
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1.3 A Familia Loranthaceae

A familia Loranthaceae pertence a ordem Santalales a qual compreende outras cinco
familias: Balanophoraceae, Eremolepdaceae, Olacaceae, Opiliaceae e Viscaceae. Todas sdo
plantas que parasitam galhos de arvores ou arbustos e, de acordo com o grau de dependéncia
nutricional, sdo categorizadas como hemiparasitas ou holoparasitas por atuarem nos sistemas
condutores de seiva da planta hospedeira: xilema e floema, respectivamente (NICKRENT,
2001).

O maior nimero de espécies na ordem Santanales ocorre na familia Loranthaceae,
correspondendo a cerca de 900 espécies das 1436 existentes, compreendidas em 74 dos 89
géneros. A segunda maior familia é a Viscaceae, embora com apenas 7 géneros, compreende
480 espécies que estdo distribuidas, majoritariamente, dentro dos géneros Phoradendron e
Viscum (NICKRENT, 2001).

A maioria destas plantas possui em suas sementes uma substancia chamada de visco
que a permite fixar-se na planta hospedeira, apds serem ingeridas e secretadas por pdssaros,
exceto as sementes dos géneros Nuytsia e Misodendrum que sdo dispersas pelo vento. Devido
ao fato dos pdssaros serem os agentes dispersores das sementes das duas maiores familias,
Loranthaceae e Viscaceae, estas plantas sdao conhecidas popularmente como ervas de
passarinho (NICKRENT, 2001).

A ordem Santalales possui uma ampla distribui¢do biogeogréfica cuja ocorréncia
abrange tanto regides tropicais quanto de clima temperado. Na Europa, o género Viscum e, na
América do Norte, o género Phoradendron, ambos da familia Viscaceae, representam a
maioria das plantas parasitas, enquanto que a familia Loranthaceae distribui-se pelos trépicos:
Malasia, Austrdlia e América do Sul (NICKRENT, 2001), revelando-se pouco abundante em
regides temperadas (RIZZINI, 1968).

A familia Loranthaceae abrange cerca de 40 gé€neros e 1500 espécies distribuidas nas
regides subtropicais e tropicais em ambos os hemisférios (VENTURELLI, 1981), sendo a
regido tropical de maior ocorréncia com 1400 espécies caracterizadas como arbustos eretos ou
escandentes, clorofilados, hemiparisitas de &arvores ou arbustos de dicotiledoneas e de

coniferas, conforme ilustra a Figura 7 (BARROSO et al., 1984).
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Figura 8. Distribui¢do biogeogrifica da familia Loranthaceae

No Brasil, as espécies da familia Loranthaceae ocorrem numa drea muito abrangente,
demonstrando uma redistribuicdo pelas Florestas Pluviais: Amazonica e Atlantica e, pelas

regides mais secas do pais, Central e Nordeste (RIZZINI, 1968).

Estudo fitoquimico das ervas de passarinho

As investigagdes fitoquimicas com espécies da familia Loranthaceae iniciaram-se apos
os estudos com extratos de Viscum albuns (Viscaceae), espécies Tipo das ervas de passarinho
na Europa, amplamente usados na medicina popular no tratamento do cancer, cujos
componentes identificados relacionam-se com a redu¢do de tumores. Dentre os componentes
descritos em literatura, encontram-se: lectinas, viscotoxinas, proteinas, peptideos,
oligossacarideos, alcaldides, compostos polifendis e flavondides presentes nesta planta (ZEE
CHENG, 1997).

A presenca de flavondides e proantocianidinas na familia Loranthaceae
(FERNANDEZ et al., 1998) e outros metabdlitos especiais como flavonas, lignanas e
monoterpenos glicosilados (OHASHI et al., 2003), despertou a atencdo dos pesquisadores
para o estudo fitoquimico dos extratos e das fragdes de algumas espécies, desta familia,
endémicas e de uso medicinal local.

Na espécie Scurrula atropurpurea, uma planta parasita de Thea sinensis, espécie de
chd muito comum na Indonésia, foram isolados alguns 4cidos graxos: dcidos linoleico e

oléico; chantonas: cafeina e teobromina; flavondides glicosilados: quercitrina e rutina;
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monoterpeno glicosilado: icarisida B; lignana glicosilada: aviculina e; flavonas: catequinas e

epicatequinas, representados na Figura 8 (OHASHI et al., 2003).

31 32
Acido linoeico Acido oleico
X
X
— — — COOH COOH
33 34
Acido linolénico Acido octadeca-8,10-diinoico
0] ICH3
R\N N
A
07 N N
CH,
35 Teobromina R=H 37 Quercitrina R= raminosil 39 Icarisida B,
36 Cafeina R=CHj3; 38 Rutina R= rutinosil

Figura 9. Estrutura dos metabdlitos especiais isolados da espécie Scurrula

atropurpurea.

A partir de outras espécies deste género, comuns na Indonésia como a Scurrula fusca,
cuja planta hospedeira é Ficus riedelii, pdode-se isolar de suas folhas o perseitol (Figura 9)
complexado com ions de potdssio em uma razdo molar de 20:1, respectivamente (ISHIZU et
al., 2001). Também foram isolados alguns flavondides glicosilados como a quercetina e a
4>’-0-acetilquercitrina (Figura 10), além da quercitrina, da fracdo de acetato de etila da
espécie Scurrula ferruginea (LOHEZIC-LE-DEVEHAT et al., 2002).

Estudos com o extrato de caules e folhas da espécie Ligaria cuneifolia, na Argentina,
evidenciaram a presenca de quercetina livre ou monoglicosilada com xilose, raminose e
arabinose na hidroxila da posi¢ao 3 do esqueleto flavonol. Além da catequina, epicatequina e

do catequinol, ilustrado na Figura 10 (FERNANDEZ et al., 1998).
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Figura 10. Estrutura da quercetina (45), 4""-O-acetilquercitrina (46), catequin-4-£-ol

(47) e perseitol (48) isolados de Ligaria cunifolia.
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Importancia das ervas de passarinho

Estas angiospermas hemiparasitas t€ém sido objetos de estudos de muitos
pesquisadores a partir da metade do século passado, ndo somente pelo seu estilo de vida
peculiar (SALATINO, 1993) e pelo impacto negativo frente a inviabilidade comercial de
plantas ornamentais e frutos de cultivares, como também por apresentarem efeitos toxicos e
terapéuticos (NICKRENT, 2001).

A espécie Viscum album (Viscaceae) amplamente distribuida na Europa, na Asia e
também na América do Norte, a qual abrange uma lista de plantas hospedeiras representada
por 452 espécies, apresentam-se causando impactos negativos devido a parasitar plantas com
interesse comercial (BARNEY et al., 1998). Na floresta de pinheiros do monte Parnis, na
Grécia, 67,67% das darvores mais antigas foram infectadas por V. album a qual tem
ocasionado, concomitantemente com a baixa precipitacdo pluvial durante os anos de 2000-
2002, a reducdo do vigor e a predisposicdo destas drvores ao ataque de besouros, resultando
na grande mortalidade dos pinheiros (TSOPELAS et al., 2004).

Diante do uso terapéutico das plantas, as ervas de passarinho tém sido consideradas,
popularmente, como tonico cardiaco administrada durante a febre tiféide, como narcético e
antiplasmddico. Na Franga, em 1682, foi considerada como remédio doméstico de grande
poder curativo nos casos de epilepsia. Com grande reputacdo para o tratamento de convulsdes
epilépticas, estas plantas parasitas tém sido empregadas no tratamento de outros tipos de
desordens do sistema nervoso como delirios, histerias, neuralgias, além de desordem urindria
e de doencas cardiacas. Também tém sido usadas para deter hemorragias internas
(BOTANICAL, 2005).

O extrato de V. album L. (Viscaceae) tem sido utilizado popularmente por décadas, na
Europa, contra uma variedade de doencas como artrites, reumatismo e hipertensao, além do
uso no tratamento de tumores epiteliais em humanos (STEIN, et al., 1998). Este extrato tem
sido utilizado no tratamento tanto de tumor benigno como maligno, especialmente na
Alemanha, ap6s o discurso do filésofo austriaco Rudolf Steiner (1861-1925) e do fisico Ita
Wegman (1876-1943), sugerindo o uso do extrato de Viscum como uma droga natural anti-
cancer em 1920 (KIENLE, 1999; BOCCI, 1993).

Desde 1926, elaboracdes de extratos de ervas de passarinho tém sido utilizados
clinicamente como adjuvantes na terapia do cancer e inimeros estudos vém sendo realizados

desde entdo. A acdo e o mecanismo da atividade antitumoral desta planta deve-se ndo somente
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a inibicdo da proliferacdo celular, mas também por inducdo de citocinas e efeitos
imunoadjuvantes, como atividade imunomoduladora (KUTTAN & KUTTAN, 1992).

As plantas da familia Loranthaceae também sdo reconhecidas popularmente como
portadoras de propriedades medicinais em diversos paises, despertando os pesquisadores para
o estudo de algumas espécies promissoras farmacologicamente. Determinadas atividades
bioldgicas importantes tém sido atribuidas as suas espécies, dentre as mais citadas: antiviral,
efeitos imunomoduladores, anti-inflamatérios e, ac¢do antitumoral (FERNANDEZ et al.,
1998).

Dentre as espécies desta familia, a Ligaria cuneifolia é usada na medicina popular na
Argentina como substituinte da V. album para o controle da pressdo sanguinea. Estudos
realizados com extratos de L. cuneifolia também sugerem que esta planta seja capaz de
exercer efeitos imunomodulador em ratos, devido a estimulagao da produgdo de 6xido nitrico
em culturas de macréfagos e a inibi¢do da proliferacdo tanto das células do bago tratadas com
agentes mitogé€nicos (concanavalina A e polissacarideos), quanto da linhagem de leucemia
linféide (FERNANDEZ et al., 1998).

O género Scurrula, na Indonésia, tem sido usado como infusdo em fadigas e em
patologias de cancer. Estudos prévios com a espécie Scurrula ferruginea revelou a presenca
de flavondides como a quercetina, quercetrina e o 4-O-acetil-quercetrina, um possivel
marcador especifico do género Scurrula, todos com potente atividade citotdxica frente a
distintas linhagens de cancer humano como a leucemia K562 e o glioblastoma
U251(LOHEZIC-LE-DEVEHAT et al., 2002).

Outras espécies deste género, tradicionalmente conhecidas pelos povos indonésios,
como a espécie Scurrula fusca em Sumatra na Ilha Sulawesi e; em Java, a espécie Scurrula
atropurpurea sao usadas para o tratamento de cancer (ISHIZU et al., 2001; OHASHI et al.,
2003).

Conhecida como “benalu alus”, Scurrula fusca apresentou da extracdo de suas folhas
um complexo formado por 20 moléculas de perseitol com um mol de fons de potdssio numa
conformagdo “zig-zag” com arranjo da cadeia carbonica planar. Este complexo, a uma
concentracdo de 10*M, exibiu um efeito inibitério na incorporacio de leucina marcada com
tritio de 40,3% nas células asciticas do carcinoma de Ehrlich em camundongos, enquanto que
o perseitol ndo apresentou atividade (ISHIZU et al., 2001).

No entanto, para os mexicanos, a espécie Psittacanthus calyculatus, conhecida na
Espanha como “muérdago verdadero”, é usada na medicina popular para o tratamento de

hipertensdo arterial. Estudos farmacoldgicos da resposta vasomotora da artéria aorta de ratos,
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revelou que o extrato hidroalcéolico desta planta induz a liberacdo de componentes
vasoconstrictores e a sintese/liberacio de éxido nitrico no tecido endotelial (RODRIGUEZ-

CRUZ et al., 2003).

1.3.1 O género Struthanthus

Dentre os 74 géneros de erva de passarinho descritos na familia Loranthaceae, o
género Struthanthus possui cerca de 60 espécies proprias da América tropical, a grande
maioria localizando-se na América do Sul e, em particular, no Brasil representado com 40
espécies proprias (RIZZINI, 1968).

Este género neotropical compreendido pelas espécies S. cansjerifolius, S.
costaricensis, S. leptostachyus, S. oerstedii, S. orbicularis, entre outras, é bastante difundido
no Brasil, nos Estados: Rio Grande do Sul, Parana; além de Sdo Paulo, Minas Gerais, Goias e
Bahia; principalmente a espécie S. vulgaris, planta prépria das regides de mata pluvial,
apreciadora de temperaturas mais amenas, muito comum no sul e nas serras do leste
(RIZZINI, 1968).

No campo da medicina popular, em diferentes paises, espécies do género Struthanthus
sdo usadas no tratamento de varias enfermidades, por exemplo, na Nicardgua S. cassythoide é
indicada para dor em geral, febre, desordens respiratérias e pulmonares, erup¢ao e feridas na
pele (COE & ANDERSON, 1996). A espécie origindria do Brasil e América Tropical, S.
flexicaulis, possui atividades medicinais como energéticos e também ¢ usada para o
tratamento de leucorréia, bronquite e diversos tumores (VIEIRA, et al., 2005).

Uma das ervas de passarinho mais comum, parasitando as arvores ornamentais e
pomares, como laranjeiras e goiabeira no pais, usada na medicina popular nas infeccdes das
vias respiratorias, é a espécie S. vulgaris cujo extrato hidroalcéolico das folhas secas tem
apresentado atividade antimicrobiana frente amostras de bactérias Gram positivas € Gram
negativas (VIEIRA, et al., 2005).

Na Coldmbia, algumas ervas, incluindo as ervas de passarinho, sdo usadas pela
populacdo como antidoto nos casos de envenenamento por picada de cobra, acidente muito
freqiiente. Estudo com a planta S. orbicularis demonstrou, in vitro, que 25ug do extrato é
capaz de neutralizar ou reduzir em 65% a formacdo de edemas causados pelo veneno da
espécie Bothrops asper, com um tempo de coagulacio inferior a 100 segundos (NUNEZ et

al., 2004).
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Diante do amplo uso etnofarmacoldgico das ervas de passarinho, principalmente na
Europa, e dos estudos fitoquimicos citados na literatura, evidenciando alguns metabdlitos
especiais presentes nestas plantas hemiparasitas como relevantes agentes quimioterapicos para
o tratamento de varias doencas, incluindo o cancer; como também a abundancia da ocorréncia
do género Struthanthus nas regides tropicais, sobre tudo no Brasil, esta dissertacdo de
mestrado enfocou a espécie Struthanthus marginatus amplamente disseminada no estado do

Rio de Janeiro e pouco referenciada na literatura.

1.3.2 A espécie Struthanthus marginatus (Desr.) Blume

A espécie Struthanthus marginatus (Figura 11), planta muito freqiiente,
principalmente, em drea urbana é muito disseminada no Estado do Rio de Janeiro e,
particularmente em Seropédica, juntamente com a espécie S. vulgaris as quais t€m sido
registradas parasitando as castanheiras, amendoeiras, mangueiras e vdrias leguminosas, como
por exemplo, no entorno da Lagoa Rodrigo de Freitas (ANDREATA et al., 2001).

Pertencente a familia Loranthaceae, Struthanthus marginatus € uma espécie conhecida
popularmente como as demais ervas de passarinho, devido seu modo peculiar de nutri¢do,

parasitismo, e dispersdo, viabilizado por pdssaros.

Figura 11. Struthanthus marginatus.

Semelhante as outras espécies deste género, principalmente a S. vulgaris, a
hemiparasita S. marginatus € uma planta que habita as partes aéreas de outros vegetais

hospedeiros e os parasitam parcialmente, através de uma ou mais raizes modificadas
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fisiolégica e morfologicamente chamadas de haustorios (Figura 12). Ou seja, as raizes
especiais desta espécie retiram 4dgua e sais minerais diretamente do hospedeiro, embora esta

planta seja capaz de realizar fotossintese (NICKRENT, 2001).

Figura 12. Haustdrios, raizes modificadas das plantas do género Struthanthus.

Em relacio a espécie S. marginatus nao existem estudos fitoquimicos e

farmacoldgicos descritos na literatura, bem como informacdes do uso na medicina popular.

32



1.4 As Plantas Medicinais na Quimioterapia do Cancer

A busca por agentes anti-cancer de fonte vegetal iniciou-se, na realidade, nos anos
de 1950 com a descoberta e desenvolvimento dos alcaléides da vinca, vincristina e
vimblastina, e o isolamento do produto citotéxico podofilotoxina (Figura 13) (CRAGG &
NEWMAN, 2005). Como resultado, O Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos
(NCI) iniciou um extensivo programa de colecio de plantas em 1960, focado
principalmente nas plantas da regido temperada o que levou a descoberta de muitos
compostos naturais com uma ampla atividade citotoxica (CASSADY & DOUROS, 1980),
incluindo o taxol e a camptotecina (Figura 13) (CRAGG & NEWMAN, 2005).

Neste periodo foi obtida uma lista de mais de 3000 espécies de vegetais reportadas
para o tratamento do cancer, descrita por Hartwell, embora, em muitos casos, o cancer se
referia a uma “sélida incha¢@o”, como calos, tumores, etc (RARTWELL, 1982).

Este programa de colecdo de plantas foi terminado em 1982, porém o
desenvolvimento de novas tecnologias empregadas na bioprospeccdo dos metabdlitos
especiais, conduziu ao restabelecimento da colecdo de plantas e de outros organismos em
1986, com um foco nas regides subtropicais e tropicais do mundo (CRAGG &
NEWMAN, 2005).

No Brasil, o estudo de algumas espécies como as do género Tabebuia (familia:
Bignoniaceae), muito usadas, historicamente, pelas populagdes da regido amazonica para
o tratamento de diversas doencas como sifilis, febres, maldria, infeccdes cutaneas e
desordens estomacais, foi muito difundido a partir da década de 60 apds a descoberta da
eficacia dos extratos da casca destas plantas no tratamento do cincer (CRAGG &
NEWMAN, 2005).

Partir de entdo, inimeros compostos bioativos foram isolados das cascas do ipé-
roxo, Tabebuia heptaphylla, sendo que a atividade antitumoral foi atribuida a alguns
metabolitos especiais, principalmente, a naftoquinona lapachol e outras quinonas, como a
B-lapachona que sdo, atualmente, objetos de interesse cientifico e tema de muitas
investigacdes (SIMOES et al., 2004).

Outra importante classe dos metabdlitos especiais que exibem relevantes
atividades antitumoral e quimiopreventiva sdo os flavondides, presentes em todas as
plantas vasculares terrestres. Esta classe quimica, consumida pela humanidade nas dietas

vegetais, presentes em maior propor¢cdo na forma glicosilada, possui propriedades
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antioxidantes as quais sdo responsdveis pela protecdo contra doengas cardiovasculares e
certos tipos de cancer (ESTEVES-SOUZA et al., 2002).

Estudos das fracoes flavonoidicas da flora brasileira tém revelado novos agentes
quimioterdpicos, como a biflavona (Figura 13) obtida da espécie Ouratea hexasperma
(familia Ochnaceae), promissora na inibicdo da sintese do DNA e de proteinas das células
do Sarcoma 180 (GRYNBERG et al., 1994); como também, o flavondide tirilosideo
(Figura 13) isolado da espécie Solanum crinitum (familia Solanaceae) citotoxico as
culturas celulares in vitro tanto do carcinoma ascitico de Ehrlich quanto da leucemia
humana K562 (ESTEVES-SOUZA et al., 2002).

Assim, varios estudos vém sendo realizados em plantas, sobre tudo as indicadas
para combater diferentes tipos de doencas, principalmente o cancer por diversas
civilizagdes milenares, por exemplo, o estudo das plantas na prevencao e supressao de
varios tumores usadas na medicina tradicional indiana desde o século 7a.C.

(BALANCHANDRAN & GOVINDARAIJA, 2005).
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Figura 13. Estruturas dos metabdlitos especiais obtidos do estudo das plantas

medicinais.
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1.4.2 Os alcaléides na quimioterapia do cancer

Um grande nimero de plantas medicinais usadas popularmente posuem metabdlitos
especiais da classe dos alcaldides e sdo conhecidas por apresentarem-se como importantes
agentes terapéuticos. Como exemplo, podem ser citadas vdrias espécies de leguminosas
constituidas de isoflavondides com potente atividade estrogénica, e espécies do género
Solanum (Familia Solanaceae) contendo alcal6ides esteroiddis conhecidos por possuirem uma
variedade de atividades bioldgicas, incluindo antifingica, moluscicida a contra certos tipos de
cancer de pele (ESTEVES-SOUZA et al., 2002).

Os primeiros farmacos de origem vegetal para o avango do uso clinico no tratamento
do cancer foram os alcaldides vincristina e vimblastina, isolados da espécie Catharanthus
roseus (familia Apocynaceae), originaria de Madagascar, a qual foi muito usada por vérias
culturas para o tratamento de diabetes (GUERITTE & FAHY, 2005).

Durante as investigacdes do extrato de vinca, no final da década de 50, como uma
fonte potente de agente hiperglicémico, foi verificado a diminui¢do da produgdo de células
brancas pela medula 6ssea (SIMOES et al., 2004). Posteriormente, foi descoberta sua acao
contra um tipo de leucemia, em ratos. Estes alcaldides foram isolados e sdo usados como
agentes primariamente em combina¢do com outros agentes quimioterdpicos para o tratamento
de leucemias, linfomas, cancer de préstata, pulmao, mama e sarcoma de Kaposi; assim como
seus andlogos semi-sintéticos, vinorelbina e vindesina (CRAGG & NEWMAN, 2005).

Outro importante alcaléide usado clinicamente na quimioterapia do cancer é a
camptotecina, isolada da espécie Camptotheca acuminata (familia Nyssaceae), uma arvore
ornamental chinesa (RAHIER er al., 2005). No final da década de 50, foi verificada atividade
antitumoral do extrato etanélico do tronco desta drvore (SIMOES e al., 2004); e na década de
70, camptotesina foi desenvolvida para o uso clinico pelo Instituto Nacional do Cancer dos
Estados Unidos (CRAGG & NEWMAN, 2005).

No entanto, devido a sua alta toxidez e a baixa solubilidade, a camptotecina foi
abandonada, iniciando-se novas pesquisas na preparacdo dos derivados mais eficientes, o
topotecano e o irinotecano, ambos usados atualmente no tratamento do cancer de ovdrio e de
pulmado e, no cancer colo-retal, respectivamente (CRAGG & NEWMAN, 2005).

Outros compostos derivados das plantas (Figura 14), em uso como agentes anti-
tumorais, da classe dos alcaléides sdo os: homo-harringtonina, isolado de uma arvore chinesa,
a Cephalotaxus harringtonia var. drupacea (familia Cephalotaxaceae) e; o eliptinium, um

derivado da elipticina, substincia isolada das espécies de vdrios géneros da familia
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Apocynaceae. Na China, uma mistura racémica de harringtonina e homo-harringtonina é
usada para o tratamento de leucemia cronica e aguda, enquanto que na Francga, o eliptinium é
comercializado para o tratamento de cancer de mama (CRAGG & NEWMAN, 2005).

A familia dos bis-alcaléides conhecida genericamente como indirubina é o principal
constituinte da espécie Indigofera tinctoria, um produto da medicina chinesa usado no
tratamento de leucemia cronica. Sao moléculas derivadas dos alcal6ides inddlicos que
conferem a planta a cor azul escura (purpura), estes compostos foram os primeiros usados
pelo homem como inibidores na sintese de proteinas importantes na regulagio do ciclo celular
(NEWMAN et al., 2002).

A sintese de substancias fundamentada nos agentes naturais com propriedades
antitumorais, principalmente os alcaldides, tem-se mostrado promissora no desenvolvimento
de novas drogas para o uso clinico. A roscovitina é um derivado resultante da modificacdo
estrutural do alcaléide olomucina isolado do cotilédone de rabanete (Raphanus sativus,
familia Brassicaceae), ¢ um inibidor do desenvolvimento do ciclo celular mais potente que
seu precursor natural e, encontra-se na fase II dos testes clinicos na Europa (CRAGG &
NEWMAN, 2005).

Muitos destes produtos naturais e seus derivados descobertos nos ensaios citotoxicos
contra o crescimento de diversas linhagens de cincer tém mostrado sua acdo através da
interacdo com a tubulina, como a vincristina, vinblastina, colchicina, combretastatina e
maitansina. No caso dos terpenos da classe dos taxanos, a agdo citotoxica ocorre via
“empacotamento” da tubulina, impedindo a despolimerizacdo da mesma. Outra acdo
citotoxica € a inibi¢do da enzima topoisomerase I, fundamental na sintese do DNA, exercida

pelos derivados da camptotecina, topotecano e irinotecano (CRAGG & NEWMAN, 2005).
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Figura 14. Algumas estruturas dos alcaldides isolados das plantas medicinais,

derivados semi-sintéticos e alguns andlogos.
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1.4.1 O cancer

O cancer € uma terrivel e antiga doenca que no século 20 fora diagnosticada como
um das principais causas de mortes e vem difundindo-se de forma continua, aumentando
sua incidéncia no século 21 (BALANCHANDRAN & GOVINDARAIJA, 2005). Dados do
INCA mostram que o envelhecimento da populagdo indica um aumento na expectativa de
vida no Brasil e, com isto, a maior incidéncia de doengas cronico-degenerativas
(FONSECA et al., 2000), dentre elas, o cancer o qual se encontra como a segunda causa
de morte (INCA, 2006).

Cancer € o nome dado a um conjunto de mais de 100 doengas que tém em comum
o crescimento desordenado (maligno) de células que invadem os tecidos e Orgaos,
podendo espalhar-se (metdstase) para outras regides do corpo (Esquema 3). Dividindo-se
rapidamente, estas células tendem a ser muito agressivas e incontroldveis, determinando a
formagdo de tumores (acimulo de células cancerosas) ou neoplasias malignas. Por outro
lado, um tumor benigno significa simplesmente uma massa localizada de células que se
multiplicam vagarosamente e se assemelham ao seu tecido original, raramente

constituindo um risco de vida (INCA, 2006).

CAMNCETHEN0

Célula Tecido
CAnCernsa mfiltrado

Esquema 3 - Formacdo do cincer e desenvolvimento de metastase.

39



Os diferentes tipos de cancer ocorrem em fun¢do da variada natureza das células
do corpo. Por exemplo, existem diversos tipos de cancer de pele porque esta é formada de
mais de um tipo de célula. Se o cancer tem inicio em tecidos epiteliais, como pele ou
mucosas, ele ¢ denominado carcinoma. Se comega em tecidos conjuntivos como 0SSO,
musculo ou cartilagem € chamado de sarcoma (INCA, 2006).

Investigacdes cientificas multidisciplinares tém sido conduzidas com muitos
esforcos para combater esta doenca, mas a cura perfeita ainda ndo foi conseguida dentro
do mundo da medicina (BALANCHANDRAN & GOVINDARAIJA, 2005).

Um dos maiores problemas para a cura de muitos pacientes € a resisténcia
intrinseca ou adquirida de diversos tipos de cancer aos agentes quimioterapicos (HUANG
et al., 2003). Células tumorais resistentes a uma variedade de compostos citotoxicos,
fendmeno conhecido como resisténcia a multiplas drogas (MDR), sd@ao os maiores
obstaculos para o sucesso da quimioterapia; além de envolver a resisténcia simultanea a
um numero de drogas relacionadas tanto funcionalmente como estruturalmente
(WAGNER-SOUZA et al., 2003).

Um dos mecanismos de resisténcia a multipla drogas apresentada por linhagens de
células tumorais estd associado com a diminui¢do intracelular do acimulo da droga e a
presenca de uma glicoproteina transmembrana de 170 KDa, glicoproteina-P (Pgp), a qual
funciona como uma bomba dependente de energia (ATP) responsdvel pela extrusdo de
dentro da célula do agente quimioterdpico (DEVITA et al., 1993).

Entretanto, os agentes antineopldsicos conhecidos, sdo usados para o tratamento do
cancer quando a cirurgia ou radioterapia nio € possivel ou € ineficaz, como adjuvantes
para cirurgia ou em leucemias, como tratamento inicial. Sendo que a acdo terapéutica
destes agentes € curativa em poucos casos, porém exerce uma agdo paliativa sobre os
sintomas ou prolonga a vida dos doentes (FONSECA et al., 2000).

Os farmacos podem atuar nas fases de replicagcdo das células carcinogénicas
envolvendo o ciclo celular: a fase pré-sintética (G1), a sintese de ADN (S), a pds-sintética
(G2) e a mitose (M); sendo que os farmacos inespecificos de fase agem sobre a célula
durante todo o seu ciclo, enquanto que os especificos de fase atuam, preferencialmente,
em uma ou mais fases fora do repouso (FONSECA et al., 2000).

Alguns compostos antineopldsicos agem interrompendo a proliferacdo das células

segundo caracteristicas de suas estruturas quimicas ou pela fun¢do em nivel celular. Desta
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forma, os agentes alquilantes podem reagir com os centros nucleofilicos de vdrias
moléculas como proteinas e enzimas e, pelo seu cardter bifuncional ou trifuncional,
permitem estabelecer ligacdes cruzadas com o ADN de cadeia dupla impedindo a
replicacdo (FONSECA et al., 2000).

Os agentes antimetabdlicos, geralmente andlogos as bases purinas, pirimidinas ou
ao 4cido folico, exercem seus efeitos devido as semelhangas estruturais e funcionais com
os metabolitos envolvidos na sintese dos 4cidos nucléicos. Como sdo confundidos pela
célula como metabdlitos normais, tanto podem ser incorporados ao acido nucléico e
produzir cédigos incorretos, como podem inibir as enzimas envolvidas na sintese dos
acidos nucléicos, inibindo a sintese de ADN e, consequentemente, levando a morte celular
(FONSECA et al., 2000).

Alguns farmacos antineopldsicos de origem natural podem agir tanto de forma
inespecifica, atuando sobre as proteinas microtubulares e inibindo a mitose como os
alcal6ides da vinca e seus derivados semi-sintéticos; quanto de maneira mais especifica,
como os farmacos derivados do Podophyllum, capazes de formarem um complexo com a
enzima DNA topoisomerase II, necessdria para o término da replicacio do ADN
(FONSECA et al., 2000).

Ap6s sofrerem injurias, a morte das células cacirnogénicas pode ocorrer, conforme
os demais tecidos do organismo ou as doencgas neurodegenerativas, ao longo de dois
distintos processos: necrose € apoptose. A necrose ocorre como conseqiiéncia de respostas
imunoldgicas inflamatdrias e patoldgicas do tecido injuriado implicando no rompimento
da membrana plasmética e mitocondrial, ripida deterioracdo bioenergética, turgéncia e
lise celular (BRAUER, 2003).

Ao contrario, apoptose envolve a morte programada da célula, um processo
fisiolégico em que nao ha formagdo de inflamagao e requer energia (ATP) para manter a
integridade celular, implicando na fragmentacdo nuclear e condensacdo da cromatina,
estes quando retraidos, permite que todo matérial celular seja compartimentalizado dentro
dos corptisculos apoptoticos os quais sdo fagocitados por macréfagos e outras células

adjacentes (BRAUER, 2003).
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2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVO

Diante de estudos provenientes de pesquisas desenvolvidas em nosso laboratério
que tem como objetivo estudar plantas com possivel utilizacdo no tratamento do cancer e
a preparacdo de moléculas potencialmente ativas, utilizando produtos naturais como
precursores, este trabalho abrange uma série de experiéncias visando o estudo das espécies

Piper nigrum (Piperaceae) e Struthanthus marginatus (Loranthaceae).

Estudos envolvendo nosso grupo de pesquisa relatam na literatura, evidéncias da
atividade toxica da piperina frente ao Tripanosoma cruzi, agente etioldgico da doenga de
Chagas (RIBEIRO, et al., 2004). Diante desses resultados outro trabalho de dissertacdo de
mestrado, mais recente, envolveu a sintese de compostos andlogos e derivados da
piperina, os quais se mostraram ativos frente a este protozodrio (BARRETO-JUNIOR,
2005). Assim, diante da similariadade na atividade de composto frente células
tripanosomatideas e tumorais, as quais apresentam um elevado fator de crescimeto (DA
SILVA, et al., 2002), este trabalho direcionou o estudo da espécie Piper nigrum, da
piperina e da série sintética para a avaliagdo da atividade citotéxica frente ao carcinoma
ascitico de Ehrlich.

A utilizacdo de extratos de ervas de passarinho, principalmente da espécie Viscum
album (Viscaceae), para o tratamento de diversas doengas, especialmente contra o cancer
€ conhecido por mais de 80 anos na Europa (MANSKY et al.,2003). Estudos recentes
atribuem importantes propriedades anticarcinogénicas a esta espécie, o que tem conduzido
as pesquisas mais recentes aos estudos quimicos e bioldgicos de outras plantas parasitas.
Diante dos relatos na literatura e da abundancia da espécie tropical Struthanthus
marginatus no Estado do Rio de Janeiro, foram preparados extratos desta planta para

estudos quimicos e bioldgicos quanto a sua citotoxicidade frente as células do EAC.

Assim, os principais objetivos deste trabalho foram:

v Avaliar a atividade citotoxica frente as células do carcinoma ascitico de

Ehrlich do extrato alcodlico dos frutos da espécie Piper nigrum e da amida
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majoritdria, a piperina, como também das séries sintéticas dos derivados e andlogos a

amida natural;

v Evidenciar qual processo de morte celular € induzido pela acdo

citotoxica da piperina, seus andlogos e derivados;

v Determinar os parametros hidrofobicos (Ryn,) € (ClogP) para a piperina
e seus derivados, correlacionando-os com sua atividade citotoxica frente as células do

carcinoma ascitico de Ehrlich;

v Analisar qualitativamente a composicdo das principais classes de
metabolitos especiais presentes nas folhas, caules e haustérios da espécie Struthanthus

marginatus;

v Avaliar a atividade citotoxica dos extratos da espécie Struthanthus

marginatus frente as células do carcinoma ascitico de Ehrlich.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Equipamentos

3.1.1 Preparacao dos extratos

Foi utilizada a aparelhagem de Soxhlet para a obtengdo do extrato do fruto de Piper
nigrum.

O evaporador rotatério da marca Fisatom, modelo 802, foi utilizado para concentrar,
sob vdcuo, tanto o extrato do fruto de Piper nigrum quanto os extratos obtidos da espécie

hemiparasita Struthanthus marginatus.

3.1.2 Ensaios biologicos

O material bioldgico foi esterilizado em autoclave e os ensaios citotoxicos foram
realizados em cimara de fluxo laminar continuo estéril.

As culturas in vitro de células foram mantidas em cidmara de CO, Shel Lab 2123TC.

A andlise dos ensaios foi mensurada de acordo com as absorbancias na regido do
visivel, lidas em espectrofotdometros DMS 80 da Varian e leitora de Elisa Molecular Devices
com filtro de 490 nm. Também foi usado o citdmetro de fluxo Epics Elite (Couter, Hialeach,
EUA) para analise de citometria.

A pesagem do material foi realizada em balanga de precisdo com quatro casas
decimais da OHAUS.

Utilizou-se o microscopio Carl Zeiss para contagem de células e citocentrifuga CT12

para aderi-las as laminas.
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3.2 Reagentes e Solventes

3.2.1 Preparacao dos reagentes especificos para triagem fitoquimica

As principais classes de metabdlitos especiais de Struthanthus marginatus puderam ser

evidenciadas através de reagdes que indicam sua presencga ou auséncia nos extratos analisados

com os reagentes citados a seguir, assim como a preparagdo dos reagentes utilizados (Mattos,

1997).

+ Alcaléides
v Reagente de Dragendorff
Solucdo A: 0,85g de subnitrato de bismuto
10ml de 4c. acético glacial
40ml de dgua destilada
Solucdo B: 8,0g de iodeto de potéssio
20ml de 4gua destilada
v Reagente de Mayer
1,4¢g de cloreto de mercurio
5,0g de iodeto de potassio
100ml de dgua destilada
+ Glicosideos cardiacos
v Reagente de Kedde
Solucdo I: 2,0g de ac. 3,5-dinitrobenzdico
100ml de metanol
Solugdo II: 5,7g de hidr6xido de potassio
150ml de 4dgua destilada
+ Actcares redutores
v Reagente de Fehling
Solucdo A: 17,32g de sulfato de cobre
250g de agua destilada
Solucdo B: 86,5g de tartarato de sddio e potdssio
62,5¢g de hidroxido de potéssio
250ml de dgua destilada
+ Acidos organicos
v Reagente de Paskovd
Solucdo A: 0,075g de verde de bromo cresol
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0,025g de azul de bromo fenol
100ml de metanol
Solucdo B: 0,25g de permanganato de potdssio
0,5g de carbonato de sédio
100ml de dgua destilada
+ Outros reagentes utilizados
HCI 1%, HCI conc., HCI 1N, NaOH 2N, NaOH 20%, MeOH, cloroférmio,

cloridrato de hidroxilamina 10%, KOH em MeOH 10%, éter etilico, cloreto férricol %,

solucdo de bdrax, vanilina 1%, fita de magnésio.

3.2.2 A piperina, analogos e derivados

A amida natural, piperina, os seus andlogos e derivados usados neste trabalho (Figura
15), foram isolados e sintetizados por Cleber Bomfim Barreto Junior, durante o seu trabalho

de dissertacdo de mestrado no PPGQO da UFRRJ (BARRETO-JUNIOR, 2005).
o
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Figura 15. Piperina, derivados e andlogos.
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3.2.3 Cromatografia em camada fina e de coluna filtrante
Os solventes usados na cromatografia em camada fina e de coluna filtrante foram
todos de grau P.A. da Vetec ou Grupo Quimica, sendo eles: acetona, diclorometano, acetato

de etila e metanol.

3.2.4 Ensaios biologicos

Nos ensaios para avaliacdo da atividade citotoxicas foram usados meio de cultura e
reagentes da marca Aldrich e Sigma: RPMI 1640, soro fetal bolvino, DMSO, brometo de 3-
[4,5-dimetiltiazol]-2,5-difenil-tetraz6lio (MTT) e isopropanol.

No ensaio de LDH fez-se o uso da solu¢do tampao 140mM NaCl, 2,5mM CaCl, e
10mM Hepes (Sigma) e componentes do kit para determinacdo de desidrogenase lactica

(Doles).

3.3 Material Vegetal

3.3.1 Obtencao do extrato de Piper nigrum (Piperaceae)

O extrato de Piper nigrum foi obtido a partir de 50g dos frutos secos de pimenta-do-
reino adquirida no comercio local, apds aproximadamente 4h de extracdo com 500ml de
etanol P.A., auxiliada com aparelhagem de Soxhlet. A solu¢do etandlica obtida, equivalente a
500ml, foi concentrada em evaporador rotatério até eliminar todo o solvente organico,

resultando em um residuo viscoso e aromatico (RIBEIRO, 2004).

3.3.2 Obtenciao dos extratos de Struthanthus marginatus (Loranthaceae)

Reconhecimento Botanico

O espécime coletado por Pissinate, K. foi identificado pela pesquisadora Prof.* Dr.”
Regina Helena P. Andreata da Universidade Santa Ursula e sua exsicata com o seguinte
codigo de registro RB 415.504, foi confeccionada e depositada no Herbédrio do Jardim
Botanico do Rio de Janeiro (RB) pelo estudante Alexandre Gabriel Christo (UFRRJ), bolsista
de iniciag¢do cientifica do Jardim Botinico do Rio de Janeiro e pela Prof.* Dr." Rejan R.

Guedes-Bruni do Jardim Botinico do Rio de Janeiro.
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Coleta e Moagem

O material vegetal em estudo, a espécie Struthanthus marginatus, foi coletado no
bairro Ecologia da cidade de Seropédica, Rio de Janeiro. Precisamente, esta erva de
passarinho foi retirada da parte aérea da Mangifera indica (Anacardiaceae), planta hospedeira
desta hemiparasita.

A planta in natura, caules, folhas e haustérios, foi lavada e seca a temperatura
ambiente, em seguida, levada ao moedor mecanico, obtendo-se 810g de material vegetal

pulverizado.

Extrato em acetato de etila

O extrato da planta inteira foi obtido através da extragdo realizada via percolacdo a frio
das 810g de S. marginatus secas e moidas com acetato de etila (5x 31) e éter de petréleo (3x
21), com o objetivo de extrair a0 maximo os metabdlitos contidos na planta.

Utilizou-se um baldo de fundo chato de 6 litros no qual foram adicionadas,
primeiramente, 810g do material vegetal e, sucessivamente, o acetato de etila (3x 31) seguido
do éter de petréleo (3x 21), durante 24 horas para cada extragao.

Apdés o tempo de cada percolagdo, utilizando um funil de separacdo de sélidos
acoplado a uma mufa sustentada por uma haste, foi recolhido o material filtrado com um
becher de 500ml e transferido para um baldo de 1000ml o qual foi submetido a evaporacdo
sob pressao reduzida.

Este procedimento repetiu-se até o término da ultima percolacdo com o éter de
petréleo, obtendo-se no baldo um volume de aproximadamente 200ml do extrato concentrado
o qual foi dissolvido numa mistura de acetona/dgua (3/2) e estocado a 4°C para que ocorresse
a precipitagio de poucos pigmentos lipossoliveis (LOHEZIC-LE DEVEHAT et al., 2002).

Posteriormente, com um funil de sdlidos, o material foi novamente filtrado para
separar a pequena porcao de precipitado floculoso verde que havia se formado. A porcdo
liquida foi submetida a evaporacdo sob pressdo reduzida, obtendo-se finalmente 2,33g de

extrato bruto concentrado.
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Extratos hidroalcodlicos

Os extratos hidroalcéolicos (Tabela 4) das diferentes partes da erva de passarinho
foram preparados para o estudo de triagem fitoquimica.

Os hautoérios (30g), o caule (50g) e as folhas (50g) foram adicionados aos frascos
contendo, respectivamente, 300, 500 e 500ml de solucdo aquosa constituida de 40% de etanol
P.A. (v/v), ap6s serem lacrados, os frascos ficaram reservados por sete dias ao abrigo da luz.
Depois deste periodo, o material vegetal de cada frasco foi filtrado e a solucdo submetida a
evaporacao sob pressao reduzida para a obtengao do extrato bruto correspondente. Os extratos
ainda pastosos foram levados a estufa com temperatura regulada a 40°C para secagem plena

devido a grande quantidade de dgua.

Tabela 4. Extratos hidroalcéolicos obtidos dos haustérios, caule e folhas de
Struthanthus marginatus.

EXTRATOS Massa (g) Rendimento (%)
Haustorios 3,313 4,98
Caule 2,859 6,52
Folhas 3,917 15,96

3.4 Separacao Cromatografica

Das 2,33g do extrato concentrado obtido de S. marginatus, foram utilizados cerca de
1,00g em um sistema cromatografico em coluna aberta cujo adsorvente usado foi o gel de
silica (230 - 400 Mesh), na fase fixa e, solventes com gradiente de polaridade, na fase mével.

Preparou-se uma pastilha adicionando ao extrato bruto de erva de passarinho acetona
para suspendé-lo, dissolvendo parte do extrato. Em seguida, acrescentou-se a silica (230 - 400
Mesh) aos poucos até a obtencdo da pasta umida, que apés a evaporacdo do solvente se
caracterizou em uma pastilha.

A coluna foi preparada com o auxilio de um bastdo de vidro com o qual foi colocado
um algodao no fundo da coluna, posteriormente, com um funil de sélido foram adicionadas
cerca de 35¢g da silica de mesma granulometria umedecida com o diclorometano; em seguida,
completou-se o volume da coluna com o mesmo solvente e abriu-se a torneira para poder
homogeneizar a silica. Adicionou-se a pastilha seca sobre a silica embebida no solvente,

finalizando com a adi¢do de um algod@o por cima da pastilha.
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O extrato foi cromatografado para a obten¢do das diferentes fracdes, usando como
eluentes: inicialmente, o diclorometano (21), obtendo a primeira fracdo (F-CH,Cl,);
posteriormente, adicionou-se o segundo eluente, o acetato de etila (31), reservando a primeira
metade uma fragcao (F;. AcOEt), e no término, uma terceira fragao (F,. AcOEt) e; por dltimo,
a eluicdo foi realizada com metanol (31), na qual resultou a quarta fracdo (F-MeOH) desta
coluna (Esquema 1).

Através da cromatografia em camada fina, as fracdes foram agrupadas de acordo com
a semelhanca entre os fatores de retensdo (Ry) de suas amostras aplicadas e eluidas, segundo o
solvente com a polaridade na qual foram coletadas. Obteve-se um total de 4 grupos

classificados de acordo com o solvente no qual foram extraidos (Esquema 1).

Extrato de acetato e éter

S. marginatus (1,0g)

Gel de Silica: 230 - 400 Mesh
Coluna: 70 cm de altura

Didmetro: 2 cm

: ' F-CH,Cl,
Sistema de eluicdo: CH,ClI , 70,4mg

* F,. AcOEt

Sistema de eluicdo: AcOEt 123,1mg

Ensaios biolégicos

Sistema de elui¢do: MeOH

F-MeOH
287,8mg

Esquema 4. Obtenc¢do das fragdes do extrato de S. marginatus para ensaios
bioldgicos.
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3.5 Triagem Fitoquimica

Os testes de bioprospeccdo hidroalcéolico dos principais metabodlitos especiais
presentes na espécie Struthanthus marginatus foram realizados segundo metodologia descrita
por MATTOS com os extratos de caule, folha e haustério, separadamente, utilizando os

reagentes e as solucdes descritos no item 3.2.1 (MATTOS, 1997).

3.6 Determinacao dos Parametros Hidrofébicos

3.6.1 Método cromatografico

Os valores de refratividade molar (Ry) foram determinados por cromatografia de
camada fina em fase reversa a partir da determinac¢ao dos valores de Ry (razdo entre a distancia
percorrida pela amostra a partir do ponto de aplicacdo até o meio da mancha pela distancia
percorrida pela mistura de eluentes a partir do ponto de aplicagdo da amostra, Figura 16),
mensurados com a utilizagdo de placas de cromatografia em da marca Uniplate Analthec,
RPS-F, 250 microns. A fase mével utilizada foi uma mistura de acetona com solucao tampao
fosfato (0,01M; pH = 7,4) em oito concentracdes diferentes as quais variaram de 35 a 70% em
relacdo a acetona.

As solugdes de aplicagdo foram preparadas utilizando-se 3mg de cada amostra em 1ml
de acetona P.A.. A solucdo tampdo utilizada foi preparada em um baldo volumétrico de
1000ml no qual foram adicionadas 19,4ml da solucdo de fosfato de s6dio monobasico mono-
hidratado (NaH,PO4.H,O) a 0,1M e 30,6ml da solucdo de fosfato de sédio dibasico hepta-
hidratado (Na,HPO,4.7H,0) a 0,1M. O volume final foi completado com 4dgua destilada e o pH
da soluc¢do final foi determinado (MELLO, 2000).

Ap06s preparadas as solugdes, o procedimento deste experimento sucedeu-se em placas
de CCF em fase reversa (20 x 20cm) onde foram aplicados 2l de cada uma das solugdes das
amostras, com o auxilio de uma micro seringa de vidro. A aplicacao foi a 2cm da base da
placa e a altura maxima de migra¢ao das amostras sobre a mesma foi padronizado em 8cm.
Apos a evaporacao dos solventes, através da lampada mineralight na regidao do ultra-violeta,
os derivados foram detectados.

Os valores de Ry (Tabela 4) de cada amostra foram determinados, conforme a Equagio
1 e em duplicata, a partir dos quais puderam ser calculados, através da Equagao 2 (Figura 16),

os valores de Ry, (Tabela 9, Resultados e Discussao).
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Ry=al8 Equacio 1

Ry =1log (1/Rs—1) Equaciio 2
- <« Frente do
solvente
8cm
a
= « Aplicagio da
2cm P amostra

Figura 16. Determinacdo dos valores de Ry.
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Tabela S. Valores médios de Ry determinados para a piperina e seus derivados.

Valores de R¢

% tampao fosfato: acetona

Compostos  30:70  35:65  40:60  45:55  50:50  55:54  60:40 65:35

1 0,937 0,887 0,837 0,700 0,675 0,650 0,450 0,362
49 0,937 0,925 0,875 0,787 0,787 0,737 0,587 0,525
50 0,937 0,812 0,775 0,512 0,587 0,412 0,325 0,150
51 0437 0,412 0,325 0,312 0,287 0,212 0,112 0,075
52 0,937 0,850 0,700 0,662 0,662 0,550 0,387 0,362
53 0,937 0,787 0,775 0,512 0,487 0,350 0,275 0,162
54 0,937 0,850 0,787 0,625 0,612 0,487 0,400 0,287
55 0,937 0,875 0,850 0,650 0,637 0,537 0,437 0,312
56 0,937 0,900 0,762 0,762 0,750 0,700 0,600 0,487
57 0,937 0,837 0,787 0,637 0,562 0,487 0,400 0,287
58 0,937 0,725 0,725 0,525 0,387 0,237 0,237 0,125

Legenda da tabela:

1- piperina 49- derivado 50- piperetina 51- dienoamina
52- amida THP 53- Br THP 54- nitro THP 55- amida fenil
56- amida metil 57 amida isopropil 58- amida benzil

3.6.2 Clog P

Os valores de ClogP foram obtidos, para todos 0s compostos, teoricamente através do
programa de dominio publico disponibilizado através da pagina “daylight” acessada na

internet (www.daylight.com/daycgi/clogp), capaz de simular o valor do coeficiente de

particao logP obtido no sistema octanol/dgua.
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3.7 Ensaios Biologicos
3.7.1 Células e animais
As células utilizadas foram do carcinoma ascitico de Erhlich, sendo mantidas em

camundongos SW e BALBc, machos ou fémeas, segundo normas éticas internacionais.

3.7.2 Determinacao da atividade citotoxica

Os ensaios bioldgicos para avaliar a atividade citotoxica in vitro foram realizados
segundo o modelo baseado no método do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio) o qual consiste na medida do dano induzido pela droga no metabolismo

celular de glicideos, principalmente, na atividade de desidrogenases (MOSMANN, 1983).

Procedimento

Os ensaios em triplicata foram realizados em meio de RPMI suplementados com 5%
de soro fetal bovino com até 0,5% de DMSO, em ordem decrescente de concentragdo. Para os
extratos e as fracdes, a concentracdo usada variou de 12,5 a 100 pg/ml e, para a piperina e os
compostos sintéticos, as concentracdes variaram de 33 a 415uM, conforme o peso molecular
de cada substancia.

As culturas foram mantidas sob atmosfera de 5 % de CO, a 37 °C por 48 h, em
seguida, incubadas com 10 pl de MTT por 3h sob mesma condi¢do atmosférica. Ao término
deste tempo, adicionou-se 100 ul de isopropanol acidificado para dissolver a formazana
formada. A leitura para avaliar a agdo citotoxica foi realizada em espectrofotdmetro de UV a
570nm, permitindo-nos calcular através da leitura de absorbancia os valores de percentagem
de inibi¢do de cada composto ensaiado.

O valor de ICsy (concentragdo que inibe em 50% o crescimento celular) de cada um

dos compostos, extratos ou fracdes ensaiados foi obtido através do método de Reed &

Muench (BIER, 1965).

3.7.3 Ensaio em citometro de fluxo

A cultura de células do carcinoma ascitico de Ehrlich foi encubada com as drogas e
mantida sob atmosfera de 5% de CO, a 37°C por 24 horas. Apés este tempo, foram reservadas
amostras de 50ul de cada droga em eppendorff no qual foram adicionados 200ul de solucdo
tampao (10mM HEPES, 140mM NaCl, 2,5mM CaCl,, pH 7,4) para lavagem das células
ensaiadas (PINHEIRO, 2004).
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As amostras foram centrifugadas (1500 rpm/3 minutos) e o sobrenadante descartado.
Adicionou-se 570ul de tampao e 30ul de anexina, agitou-se, reservando a mistura por 20
minutos para que ocorresse a incorporagdo da anexina a glicoproteina P presente na
membrana celular. Depois, foram transferidos 40ul de cada amostra para os tubos de anélise
no citdmetro de fluxo, acrescidos de 100ul de tampao. Os dados foram analisados no
programa WinMDI (multiple document interface flow cytometry application) versdao 2.8,
desenvolvido por Joseph Trotter, do The Seripps Research Institute (La Jolla, EUA)
(PINHEIRO, 2004).

3.7.4 Ensaio com a desidrogenase lactica (LDH)

Ap6s o tempo de 24h de incubagdo dos compostos com a cultura de células do
carcinoma ascitico de Ehrlich sob atmosfera de 5% de CO, a 37°C, o sobrenadante da cultura
celular ensaiada foi submetida ao sistema colorimétrico para determinacio de desidrogenase
l4ctica (LDH), utilizando-se o kit de Desidrogenase Lactica Doles, adaptado para o ensaio em

microplacas de 96 pocos (CHAVES, 2005).

Procedimento

As células foram centrifugadas e 50 ul do sobrenadante de cada amostra foi
transferido a outra placa (96 pocos), na qual foi adicionado 100ul da amostra 1 (indicada a
seguir) reservando-a por 3 minutos a 37 °C para que o substrato lactato seja reduzido pela
enzima LDH a piruvato. Em seguida, adicionou-se 100ul da amostra 2 (indicada a seguir),
reservando por mais 9 minutos a 37 °C, para ocorrer a formagdo do complexo corado,

conforme ilustra o Esquema 4.

—_

Lactato + NAD —> NADH + piruvato
NADH + FMS —>  NAD + FMS reduzido

FMS red. + alimen férrico — FMS + alimen ferroso

> 0D

Alumen ferroso + 1,10-fenantrolina —— complexo corado

Esquema 5. Determinacao da desidrogenase lactica
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A leitura para determinar a atividade da enzima LDH foi realizada em leitora de Elisa
em filtro de 490mn e os resultados expressos como densidade 6ptica (OD), permitiram que

fossem calculadas suas respectivas percentagens de liberagdo especifica de LDH (Equacao 3).

% de lib. especifica = (DOexp — DO, / DO199— DO,) x 100 Equacao 3

DOgy, = quantidade de LDH liberada, experimentalmente, quando as células foram tratadas com as drogas;
DO, = quantidade de LDH liberada espontaneamente;

DO, = quantidade de LDH liberada quando as células foram tratadas com 0,1% de Tritton X-100.

As amostras com suas respectivas misturas de reagentes sdo descrita a seguir.
Amostra 1: solucio estoque
250ml de alimen férrico (ALF) ---- 4250ml (Vol. Final)
4000ml de substrato (lactato) -- 4250ml (Vol. Final)
Amostra 2: solucio estoque
Difosfopiridino nucleétido (NAD)
Fenazina metosulfato (FMS)

Diluidos 1:20 (v/v) em dgua destilada
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudo da Espécie Piper nigrum, Piperina, Analogos e Derivados

O extrato bruto de Piper nigrum e seu metabdlito especial majoritdrio, a piperina
isolada na forma de cristais amarelo-claros (RIBEIRO, 2004), foram ambos avaliados quanto
a suas propriedades citotéxicas frente ao carcinoma de Ehrlich.

A literatura registra a atividade citotéxica, também frente ao carcinoma de Ehrlich, do
extrato alcéolico da espécie Piper longum e da piperina pura, representada com os valores de
ICso equivalentes a 100pg/ml para o extrato e, para a amida natural, encontra-se entre 100 a
250ug/ml, concentracdo esta relativa a 15 e 85% de inibi¢do do crescimento celular,
respectivamente (SUNILA & KUTTAN, 2004).

Os resultados obtidos, nesta dissertacdo, confirmam a citotoxidade de espécies do
género Piper, em particular a espécie Piper nigrum, sobretudo da amida natural, a piperina,
que serdo apresentados adiante.

Os andlogos sintéticos da piperina 1, ensaiados neste trabalho, apresentam as seguintes
especificidades estruturais: a piperetina S0 com expansdo quanto ao nimero de carbono da
cadeia insaturada, a amida tetraidropiperina 52 com a cadeia carbOnica saturada e, os
derivados substituidos na posi¢ao 6 do anel aromdtico por bromo 53 e por um grupamento
nitro 54 (Figura 17), foram obtidos por modificacdo estrutural a partir da piperina

(BARRETO-JUNIOR, 2005), assim como a amina insaturada 51 (RIBEIRO, 2004).
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Figura 17. Piperina 1 e seus andlogos de modificacdo estrutural.
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Outros derivados da amida natural, a amida cinamoil substituida 49, a amida fenil sem
a presenca do grupamento metilenodioxi 55 e as amidas, com o anel metilenodioxi aberto e
substituido por outros grupos alquilas, metil 56, isopropil 57 e benzil 58 (Figura 18), foram
sintetizados a partir do eugenol e safrol (BARRETO-JUNIOR, 2005), completaram os dez

compostos analisados frente a atividade citotoxica, comparados a bioativadade da piperina.

peegtaog

Eugenol Safrol

O
<Oj©/\/l©
0 49
O
S X N CH;0
55 56
0 (0]
C¢HsCH,O
(CH;),CHO 5 6HsCHy s

Figura 18. Estrutura das amidas alcaléidais sintetizadas a partir do eugenol e do

safrol.
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4.1.1 Atividade biologica

O cancer, conforme citado na introdugdo desta dissertacdo, € uma terrivel doenca que
se incide no século 21 exorbitantemente, e tem conduzido a intensas investigacdes cientificas
multidisciplinares visando seu controle e conseguir a cura .

Uma das formas para a compreensio dos mecanismos que envolvem o
desenvolvimento de uma neoplasia sdo os estudos com os tumores experimentais de animais
mantidos em laboratérios, através do transplante de células carcinogénicas a hospedeiros
susceptiveis (VERLENGIA, 1994).

A utilizacdo dos tumores experimentais, principalmente, o carcinoma ascitico de
Ehrlich (EAC), um tumor espontaneo da regidao mamaria de camundongo fé€mea, descrito por
Ehrlich em 1906, foi um dos grandes avangos para a compreensio da neoplasia devido a sua
conversdo da forma sélida para a forma ascitica, possibilitando estuda-lo sob varios pontos de
vista. Atualmente, o carcinoma de Ehrlich é considerado um modelo tumoral experimental,
sendo utilizado na avaliacdo da atividade e do mecanismo de ac¢do antitumoral de diferentes
compostos (VERLENGIA, 1994).

A atividade citotéxica da piperina, andlogos e derivados, modificados sobre a funcao
nitrogenada (amida), a cadeia lateral (tamanho e insaturacdo) e o padrdo de substituicdo do
anel aromatico, foi avaliada frente as células do EAC (Tabela 6), visando a obten¢do de novas

substancias potencialmente ativas contra o cancer.

Avaliacio da atividade citotoxica

Método do MTT

Os ensaios bioldgicos para determinar a atividade citotoxica in vitro foram realizados
segundo o modelo baseado no método do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazoélio), o qual consiste na medida do dano induzido pela substancia no metabolismo
celular de glicideos, principalmente na atividade de enzimas desidrogenases (MOSMANN,
1983).

Desta forma, neste trabalho, a atividade celular foi quantificada através da redugao do
MTT a formazana correspondente (Figura 19), ocasionada indiretamente pela acdo das
enzimas desidrogenases presentes nas células vidveis. Os produtos formados pela atividade
enzimatica, NADH e NADPH, sdo responsdveis em reduzir o sal tetrazélio a formazana na

medida em que ndo ha perda da viabilidade celular.
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Figura 19. Reduciao do sal tetraz6lio (MTT) a formazana.

O valor de ICsy (concentragdo que inibe em 50% o crescimento celular) de cada um

dos compostos ensaiados (Tabela 6) foi obtido através do método de Reed & Muench (BIER,

1965).

Tabela 6. Valores de ICsy (UM) da piperina, andlogos e derivados sintéticos.

Compostos I1Cso (uM) dp*
1 108,23 9,47
49 190,12 5,33
50 236,18 24,94
51 231,53 5,08
52 60,22 1,58
53 61,81 7,70
54 50,28 10,57
55 125,84 12,31
56 131,55 10,38
57 59,52 5,0
58 22,88 2,16

* Valor do desvio padrdo

60



Pode-se observar a diminui¢do da atividade citotoxica frente as células do EAC para
os compostos 49 e 50 que tiveram a cadeia alquenilica expandida (6 carbonos) e reduzida (2
carbonos), respectivamente, quando comparados a amida natural 1 (4 carbonos).

A avaliac@o dos demais derivados e andlogos a piperina nos quais foram mantidos os 5
atomos de carbono entre o nicleo metilenodiéxiaril e o anel piperidinico, mostrou que a
auséncia do grupo carbonila em 51 acarretou na diminui¢do da atividade em relacdo a
piperina.

A comparagdo entre os compostos com o grupamento amidico presente e com a cadeia
alquenilica (4 carbonos) hidrogenada 52, 53 e 54, revelou a diminui¢do do ICsg, tornando-os
mais ativos que a piperina. Também foi observada que a presenca do grupo nitro na posi¢ao
orto a cadeia alquenilica no anel aromético faz do composto 54 ser o mais citotoxico dentre
esta série.

No entanto, ao comparar a piperina 1 com o composto 55, no qual a subunidade
metilenodioxi é ausente, percebeu-se uma maior citotoxicidade frente as células do EAC para
a amida natural, constatando-se a importancia dos dtomos de oxigénio para a atividade
bioldgica. Assim, ao analisar a série 56, 57 e 58 na qual € mantido o padrao de oxigenagdo ao
nicleo metilenodidxiaril, porém com o anel metilenodidxi aberto, pode-se observar que houve
um incremento da atividade citotoxica entre os derivados 55 e 56 com a presenca de
grupamentos mais lipofilicos, respectivamente.

As observagdes descritas acima, a partir dos valores de ICsy conduziram-nos a
determinacdo dos parametros hidrofébicos (item 4.1.2) para o estudo preliminar da relacdo
estrutura-atividade.

Os resultados para a avaliagdo da atividade citotéxica do extrato etandlico de P.
nigrum, nos ensaios preliminares, apresentou percentagens de inibicao 91%, 90%, 49% e 7%
para as concentracdes de 100, 50, 25 e 12,5 ug/ml, respectivamente. Torna-se interessante
destacar que o extrato de P. nigrum mostrou-se muito mais ativo que o extrato de P. longum,
também ensaiado com as células do EAC, cuja concentragdo inibitéria em 50%, encontra-se
em 100 pug/ml (SUNILA & KUTTAN, 2004).

A diferenca entre as faixas dos valores de ICsy determinados entre os extratos de P.
nigrum e P. longum pode ser devido a utilizagdo de diferentes solventes extratores, sendo o
metanol, utilizado por SUNILA & KUTTAN (2004) de maior polaridade que o etanol, usado
neste trabalho. Isto, possivelmente acarretou aos extratos concentragdes diferenciadas de

metabdlitos especiais, inclusive a propria piperina, uma vez que a percentagem de piperina
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contida no extrato em ambas espécies € similar, podendo variar de 3-7% para P. nigrum e de
3-8% em P. longum (RIBEIRO, et al., 2004; JAMES, 1999).

Assim, dos 11 compostos analisados, foram encaminhados para estudo quanto ao
possivel mecanismo de morte celular do EAC, os derivados 52, 53, 54, 57 ¢ 58 que

apresentaram os menores valores de ICso além da piperina.

Avaliagdo do efeito citotoxico (apoptose x necrose)

A avaliagao da atividade citotdxica, visando o possivel mecanismo de acdo das amidas
mais ativas foi realizada frente as células do carcinoma de Ehrlich, incubadas com anexina V
e analisadas no citdmetro de fluxo para serem quantificadas quanto a morte celular.

Pdde-se observar, no controle de células vivas (grafico controle), através do perfil
fenotipico, variando no tamanho (eixo y) e na granulometria (eixo Xx), a intensa presenca de
duas sub-populagdes de células do EAC. A sub-populagdo A, com 25,8 % e a sub-populacido
B, com 51,2 % de freqiiéncia em relacdo as 4680 células registradas pelo aparelho de
citometria (Figura 20).

No grafico 1 e 2 da Figura 20 estdo representados os resultados dos ensaios de
citotoxicidade das células do EAC frente a piperina nas concentragdes de 351,2 e 44,01uM,
respectivamente, indicando uma clara diminui¢do da sub-populagdo A frente a maior dose
ensaiada.

A presenca e a reducdo da sub-populagcdo A também foi observada nos gréficos 3, 5, 7,
9, 11 cujas células do EAC foram ensaiadas frente as maiores concentragdes dos compostos:
52, 53, 54, 57 e 58, respectivamente. Enquanto que a sub-populacdo B esteve presente em
todos os gréficos, diante tanto das maiores quanto das menores concentragdes de cada

composto ensaiado. (Figura 20).
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O estudo da natureza de morte celular foi realizado também utilizando a técnica de
marcacdo com anexina V, marcador especifico da fosfatidilserina, exposta externamente a
membrana celular na qual estd inserida, durante o processo de morte, principalmente por
apoptose (BHATTACHARYYA et al., 2003).

Assim, no estagio inicial de apoptose, quando a membrana celular ainda se encontra
intacta, a fosfatidilserina (PS) € translocada para o lado extra-celular da membrana
plasmdtica, tornando susceptivel a marcacdo da anexina V a estas células, através do
estabelecimento de ligacao especifica (WANG et al., 2004).

Entretanto, a exposi¢do externa da PS, um dos primeiros eventos caracteristicos do
processo apoptotico, tem sido reportado na literatura como ndo sendo especifico para as
células apoptéticas, mas também podendo ocorrer em células oncéticas (LECOEUR et al.,
2001). A oncose (necrose primdria), um processo passivo degenerativo, foi definida como o
primeiro estdgio de necrose durante o aumento celular (MAJNO & JORIS, 1995). Portanto,
devido a ruptura da membrana celular e, conseqiientemente, a exposi¢ao da fosfatidilserina, as
células necroticas também podem ser marcadas com anexina V (BHATTACHARYYA et al.,
2003).

Os resultados dos ensaios das amidas mais citotoxicas frente as células do EAC,
utilizando a marca¢do com anexina V, constataram a diferenca na percentagem de células
marcadas nas duas sub-populacdes, diante da maior e menor concentragdo de cada composto.

Na Figura 21, o grafico ctn representa o controle de células vivas e a percentagem de
células marcadas com anexina V de 0,083% da sub-populagdo A. Esta figura também
representa os gréficosl, 3, 5,7, 9 e 11 para a maior concentracdo e, os graficos 2, 4, 6, 8, 10 e
12 para a menor concentracdo referente as amidas 1, 52, 53, 54, 57 e 58, respectivamente,

sobre a sub-populagao A do EAC (Figura 21).
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Na Figura 22, também estdo representadas as percentagens de células do EAC
marcadas com anexina V, porém referentes a sub-populagdes B, na qual se pode observar que
a maioria dos graficos expressam anexina acima de 46%, tanto nas maiores quanto nas
menores concentragdes dos compostos ensaiados, exceto para o 54 (grafico 8 e 9, Figura 22).

O conjunto envolvendo ambas as sub-populagdes € ilustrado na Figura 23, na qual
estdo representados os grificos para cada composto ensaiado com suas maiores € menores
concentracoes frente a percentagem de expressao de anexina V nas células do EAC.

Apesar de terem sido realizados poucos ensaios utilizando a citometria de fluxo, os
resultados preliminares indicam coeréncia com os obtido pelo método do MTT, apresentando
a piperina e seus derivados o efeito citotoxico dependente da dose. A analise da Figura 23, a
qual mostra a percentagem acima de 50% de células marcadas com anexina V, evidencia o
inicio do processo de morte celular na cultura do EAC, ap6s 24 horas de incubagdo com as
amidas 1, 52, 53, 57¢ 58.

E possivel que a sub-populagiio A e a sub-populacio B de células do EAC estejam
representando as fases Go/G; e Go/M do ciclo celular, conforme foram quantificadas suas
caracteristicas morfoldgicas (tamanho x granulometria) através do citdmetro de fluxo (Figura
20). ARIMURA, et al. (2005) e BHATTACHARYYA, et al. (2003) citaram em literatura o
mesmo perfil morfoldgico (tamanho x granulometria) das células do EAC com os observados
nesta dissertacdo, onde puderam caracterizar as fases do ciclo celular, juntamente com a
andlise do DNA.

Desta maneira, estas similaridades possibilitam deduzir que ha uma seletividade destes
compostos, inibindo de forma especifica a proliferacdo das células do EAC, ao atuarem na
sub-populacdo A, reduzindo-a quando esta estd sob a maior concentracdo da piperina e seus

derivados.
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Ensaio com a desidroganese ldctica (LDH)

A mensuragdo da atividade da enzima desidrogenase lactica (LDH), liberada no meio
de cultura, tem sido utilizada para monitorar o grau de injdria celular (BERGMEYER et al.,
1965). O aumento da producdo inicial de NADH, formado com a reducdo do lactato a
piruvato no ciclo do crescimento celular, através da acdo da LDH, conseqiientemente, leva a
uma maior formagdo de complexo (Esquema 5, Material e Métodos), acarretando na elevagao
da leitura de absorbéncia, indicando a atividade da enzima (ARIMURA et al., 2005).

O ensaio para mensurar o grau de injuria sofrido pelas células de EAC, diante da
piperina 1 e derivados mais citotéxicos 52, 53, 54, 57, 58, foi analisado de acordo com a

atividade da enzima LDH presente no meio de cultura, apds o ensaio de 24 horas (Tabela 7).

Tabela 7. Valores da % de liberacdo especifica de LDH das células EAC frente a
piperina, andlogos e derivados e, suas respectivas concentracoes.

COMPOSTOS % de LDH  Conc. (uM)

1 1,86 351,2
52 7,76 345,7
53 22,90 272,28
54 25,38 299,06
57 66,73 303,55
58 8,25 264,91
controle 100 *

* 10l de Triton X-100 (10%) adicionado ao controle de células vivas para lise total da

membrana plasmética das células do EAC.

A percentagem de liberacdo especifica de LDH das células de EAC analisadas,
ap6s 24 horas, foi detectada diante da concentracdo mdaxima de cada composto
utilizado no ensaio do MTT, sendo que estas concentragdes estio muito acima dos
seus respectivos valores de ICsyp. O composto 57, entretanto, destacou-se das demais
amidas alcaloiddis com 66,73 % de liberacao especifica de LDH, evidenciando, diante
desta alta concentracdo, que ha injuria celular (YANG et al., 2004),
concomitantemente com a inviabilidade das células do EAC segundo a anélise com o
método do MTT, indicando a necrose como possivel mecanismo de acgdo

predominante.
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Na tentativa de correlacionar os resultados obtidos pelos diferentes métodos na
avaliacdo da morte celular, foi confeccionado um gréfico de barras envolvendo o
percentual de expressao de anexina V e LDH nas células para os compostos 1, 52, 53,

54, 57 e 58 (Figura 24).
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Figura 24. Andlise da expressdo de anexina V e LDH das células do EAC frente as
maéximas concentracdes das amidas. As barras indicam as percentagens: da sub-populacdo A
(A), da sub-populacdo B (B) e do conjunto de sub-populacdes, A e B, (C) de células marcadas
com anexina V, detectadas no citdmetro de fluxo e; de liberacdo especifica de LDH. Estes

ensaios foram realizados em culturas independentes, apds 24 horas.

As células da sub-populacdo A apresentaram a fosfatidilserina (ligada a anexina V) em
percentuais acima de 50% quando ensaiadas com os compostos 53, 54 e 58 e, percentuais
inferiores a 45%, diante dos compostos 1, 52, e 57. Enquanto que a sub-populacio B
expressou PS, indicando processo de morte celular, nos compostos 1, 52, 53, 54 ¢ S8,
Evidenciou-se uma ac¢ao citotoxica especifica para os compostos 1 e 52 sobre a sub-populagao
B, podendo estas amidas estarem atuando apenas em uma fase do ciclo celular

Pdde-se observar entre os compostos 1, 52, 53 e 54 que a percentagem de liberacao
especifica de LDH aumenta com o aumento da atividade citotoxica, respectivamente,
sugerindo a presenca de células oncdticas no tratamento com a maior concentracdo dos

compostos.
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As células tratadas com a piperina 1, amida menos citotdxica, apresentaram a menor
percentagem de liberacdo de LDH, diante da maior concentragdo, sugerindo que a amida
natural induz a morte por apoptose as células do EAC. Enquanto que o derivado 57 sugere a

predominancia da morte por necrose, em funcdo da maior liberacdo de LDH das células.

4.1.2 Estudo dos parametros hidrofébicos

O carater hidrofébico ou a lipofilicidade de uma droga é fundamental para se entender
sua acao bioldgica, principalmente quanto ao destino nos processos de absorcao, distribui¢ao,
estocagem e eliminag@o nos sistemas biolégicos (TAKASC-NOVAC et al., 1995).

De maneira mais especifica, estes parametros fisico-quimicos permitem determinar
com que facilidade a droga atravessa a membrana celular, podendo ser importantes no tipo de
interacdo que envolve a ligacdo droga-receptor (FUJITA, 1984).

A mudanca de substituintes ou de uma subunidade estrutural de uma substancia pode
levar a uma variacdo relevante quanto ao seu caréter hidrofébico e, consequentemente, a sua
atividade biologica.

Desta forma, € de fundamental importancia a determinacdo da hidrofobicidade
apresentada pela piperina e seus derivados sintéticos para o estudo da correlagdo quantitativa
(OSAR- Quantitative Activity Relationship) ou qualitativa (SAR- Structure Activity
Relationship) entre a estrutura quimica e a atividade bioldgica .

Os parametros hidrofébicos determinados para o estudo de QSAR da piperina,
derivados e andlogos, neste trabalho foram: o coeficiente de particdo P tedrico (ClogP) e a

refratividade molar (Ry,), obtida pelo método cromatogréfico.

Coeficiente de particao P

O coeficiente de participacdo P estudado para o sistema octanol/dgua, foi adotado
como um dos principais parametros capaz de descrever o cardter hidrofébico, sendo um
modelo otimizado para o processo de transferéncia de droga entre a fase aquosa e nao aquosa
(LEO, et al., 1971).

O caréter hidrofébico de uma substancia pode ser determinado, experimentalmente,
pelo tradicional método “Shake Flash” (HERSEY et al., 1989) ou, teoricamente, através de
programas computacionais.

A distribuicao relativa da droga, seu coeficiente de parti¢cao (P), pode ser obtido pela
Equagdo 3 na qual C,, € a concentra¢do da droga na fase organica e C,, € a concentracdo da

mesma na fase aquosa tamponada. Assim, a razdo de uma substincia entre as duas fases serd
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de sua solubilidade diferenciada em cada fase. Portanto, as drogas mais hidrofébicas terdao
maiores valores de P, sendo mais permedveis a membrana plasmédtica (MELLO &
ECHEVARRIA, 2006).

A determinagdo dos valores de logP através do método “Shake Flask” é extremamente
trabalhosa e requer uma grande quantidade de amostra o que nem sempre € conveniente,
particularmente nos trabalhos envolvendo metabdlitos especiais de plantas. Assim, a
determinacdo do fator logP através de cdlculos tedricos tem se apresentado como uma
alternativa conveniente e Uutil para os estudos de QSAR e SAR.

Neste trabalho de dissertacdo, os valores de ClogP dos compostos foram determinados
teoricamente, utilizando um porgrama de dominio publico acessado na pagina

www.daylight.com/daycgi/clogp e estdo representados na Tabela 8.

Os valores obtidos para ClogP expressam a variacdo da hidrofobicidade devido as

modificagdes estruturais de cada derivado sintético quando comparados com a piperina.

Tabela 8. Valores dos coeficientes de participagdo tedricos (ClogP) da piperina, seus
derivados e anédlogos.

COMPOSTOS ClogP tedrico

1 3,313
49 2,859
50 3,917
51 4,152
52 2,951
53 3,885
54 2,893
55 3,348
56 3,006
57 3,844
58 4,774
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Refratividade molar (R;s,)

Os parametros cromatograficos Ry, € logk,, obtidos por cromatografia em camada fina
e por cromatografia liquida de alta eficiéncia, respectivamente, t€ém sido utilizados para
expressar indiretamente a cardter hidrofébico de derivados bioativos, sendo usados na
substituicdo aos valores de logP nos estudos de QSAR (MARTIN, 1978).

Dentre os parametros cromatogréficos, a cromatografia de camada fina (CCF) em fase
reversa € uma alternativa eficiente na determinacdo e avaliacdo da lipofilicidade das
substancias (MARTIN, 1978; HANSCH et al., 1990).

Os parametros provenientes da distribuicdo de uma substincia entre uma fase
estaciondria apolar e uma fase movel polar, podem ser correlacionados com o coeficiente de
particdo, pois a hidrofobicidade de uma droga é conhecida como a forca dirigente em um
processo de distribui¢@o, considerando seu carater apolar em um ambiente polar (MELLO &
ECHEVARRIA, 2006).

Assim, a mudanca de substituintes ou de subunidades nas estruturas quimicas andlogas
provoca alteragdes nos valores do Ry na cromatografia, permitindo, através da Equagdo 2, o

uso da CCF de fase reversa para a obtencao dos valores de Ry, (TOMILINSON, 1975).

Ry =1og (1/Rs- 1) Equacio 2

Portanto, de acordo com a natureza de seus substituintes ou subunidades, para cada
derivado ha uma relacdo linear entre os valores de Ry e a composi¢do dos eluentes.
Construindo-se um gréafico com os valores de Ry em fun¢do da concentracdo da fase aquosa
(%) na mistura de eluentes, obtém-se uma reta representada pela Equacdo 3. Esta correlacao,
quando extrapolada para 100% da fase aquosa, origina os valores de Ry, que expressam ao

efeito hidrofébico (Mello, 2006).

Ry, = a (% solv. aquoso) + b Equacio 4

Neste trabalho, os valores de Ry, foram obtidos apds a determinag@o dos valores de Ry
da piperina e seus derivados sintéticos através da utilizacdo de placas de cromatografia de
camada fina em fase reversa (C-18) encubadas com uma mistura constituida de
acetona/solucdo tampao fosfato pH = 7,4, cujo gradiente de concentracdo variou entre 30 a
60% (v/v) em relagdo ao tampdo. Com os valores de Ry (s) (Tabela 4, Material e Métodos)

puderam ser calculados os respectivos Ry, (s) (Tabela 9) através da Equacao 2.
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Tabela 9. Valores de R), determinados para a piperina, seus derivados e andlogos
sintéticos.

Valores de Ry

% tampao fosfato: acetona

Compostos  30:70  35:65  40:60  45:55  50:50  55:45 60:40 65:35

1 -0,172  -0,897 -0,710 -0,367 -0,317 -0,288 0,087 0,246
49 -0,172  -1,091  -0,845 -0,567 -0,567 -0,447 -0,152 -0.043
50 -0,172  -0,636  -0,537 -0,020 -0,152 0,154 0,317 0,753
51 0,110 0,153 0,317 0,343 0,395 0,568 0,899 1,091
52 -0,172  -0,753  -0,367 -0,291 -0,291 -0,087 0,199 0,246
53 -0,172  -0,568  -0,537 -0,020 0,022 0,268 0,421 0,713
54 -0,172  -0,753  -0,567 -0,221  -0,197 0,022 0,176 0,395
55 -0,172  -0,845 -0,753  -0,268 -0,244  -0,064 0,110 0,343
56 -0,172  -0,954 -0,506 -0,505 -0477 -0,367 -0,176  0.022
57 -0,172  -0,712  -0,567 -0,244  -0,108 0,022 0,167 0,395
58 -0,172  -0,421 -0,421 -0,043 0,199 0,507 0,507 0,845

Com a extrapolacdo para 100% da fase aquosa da mistura de eluentes, através da
equacgdo da reta obtida por regressao linear do grafico dos valores de refratividade molar (Ry)
versus a percentagem de tampdo na fase organica (% de tampao) (Equagdo 3), foram

calculados os valores de Ry, (Tabela 10) a partir das equagdes 5-15.
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Tabela 10. Valores de Ry, determinados para a piperina, seus derivados e andlogos
sintéticos.

COMPOSTOS Rus r’

1 1,496 0,976
49 1,129 0,980
50 2,140 0,964
51 2,037 0,954
52 1,348 0,964
53 2,200 0,981
54 1,677 0,989
55 1,711 0,979
56 0,906 0,940
57 1,654 0,991
58 2,381 0,981

* Coeficiente de correlagio linear

Composto 1

Ry =0,0369 (£ 0,0035) % tampao — 2,144 (+ 0,1818) Equacao 5
r=0,976 dp= 0,094 n="7

Composto 49

Ry =0,0332 (£ 0,0029) % tampao — 2,1905 (£ 0,1525) Equacao 6
r=0,980 dp=0,079 n="7

Composto 50

Ry =0,0432 (£ 0,0053) % tampao —2,1797 (£ 0,2704) Equacao 7
r=0,964 dp=0,140 n="7

Composto 51

Ry =0,0300 (£ 0,0041) % tampao — 0,9621 (£ 0,2137) Equacao 8

r=0,954 dp=10,110 n="7



Composto 52

Ry = 10,0309 (£ 0,0037) % tampao — 1,7416 (£ 0,1930)
r=0,964 dp= 0,100 n="7

Composto 53

Ry =0,0432 (£ 0,0037) % tampao —2,1191 (£ 0,1934)
r=0,981 dp= 0,100 n="7

Composto 54

Ry =0,0369 (£ 0,0024) % tampao —2,0126 (£ 0,1235)
r=0,989 dp= 0,064 n="7

Composto S5

Ry = 10,0392 (£ 0,0035) % tampao — 2,2089 (£ 0,1826)
r=0,979 dp= 0,094 n="7

Composto 56

Ry = 0,0266 (= 0,0043) % tampao — 1,7540 (£ 0,2202)
r =0,9400 dp=0,114 n="7

Composto 57

Ry =0,0361 (£ 0,0020) % tampao — 1,9559 (£ 0,1049)
r=20,991 dp= 0,054 n="7

Composto S8

Ry = 10,0443 (£ 0,0038) % tampao — 2,0487 (£ 0,1982)

r=0,981 dp= 0,102 n="7

Equacao 9

Equacao 10

Equacao 11

Equacao 12

Equacao 13

Equacao 14

Equacao 15
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O grafico correlacionando os parametros lipofilicos, o cromatografico Ry, com o
ClogP, pode ser observado na Figura 23, indicando uma correlacdo linear com r= 0,85. Esse
resultado pode ser justificado considerando-se a presenca de derivados substituidos no anel
aromdtico por grupos volumosos, o que pode influenciar no processo cromatografico com a
utilizacdo da silica. A equacdo 16 mostra a correlacdo considerando-se todos 0os compostos

analisados.

RMw

T T T T T T T T T 1
25 3,0 3,5 4,0 4,5 5,0

ClogP

tedrico

Figura 25. Correlagdo entre 0 Ry, € 0 ClogPesico para todos os compostos analisados.

Ry =-0,5528 (+ 0,4672) + 0,6358 (£ 0,1301) ClogP tedrico Equacao 16

R=10,852 SD=0,255 N=11

No entanto, se os derivados 53, 54, 56 forem excluidos da correlacdo entre os dois
parametros hidrofébicos, serd observada uma relagdo mais significativa, equagdo 17 (Figura
24, r = 0,94). De fato, em 53 e 54, a presenca dos grupos bromo e nitro em posi¢ao orto a
cadeia alquenilica deve interferir de forma diferente quando comparado aos demais derivados
no deslocamento cromatografico, bem como ocorre com o derivado 56 que apresenta o anel

metilenodidxi aberto e substituido com dois grupos metilas.
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Figura 26. Correlagdo entre o Ry, € 0o ClogP tedrico dos compostos analisados, com
excecao dos 53, 54 e 56.

Ryw=-0,50 (£ 0,33) + 0,61 (£ 0,09) ClogP icsrico Equacao 17

r=0,94 dp=0,15 n=238

4.1.3 Estudo das correlacoes entre a hidrofobicidade versus a atividade biolégica

A andlise das correlacdes entre os parametros hidrofobicos de ClogP e Ry, (Tabela 8 e
10, respectivamente) e os valores de loglCsy mostrou uma dispersao de pontos nos gréficos,
sendo ndo significativas, tanto para os valores de ClogP como para Ry, ao serem
considerados todos os compostos (Figura 27). Possivelmente, o desvio da linearidade de
alguns desses compostos deve-se a presenga diferentes séries em relacdo ao padrdo de

modificacdo estrutural.
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ClogP R

Figura 27. Gréficos A e B representando a correlac@o entre os valores de ICsy com os
parametros hidrofébicos ClogP e Ry, respectivamente.

No entanto, pode-se observar nos graficos A e B da Figura 27 a existéncia de duas
séries de compostos que possuem linearidade: uma envolvendo 1, 49, 53, 55, 56, 57 ¢ S8 ¢, a
outra, constituida por 1, 50, 51, 52, 54 ¢ 55.

A primeira série citada composta por 1, 49, 53, 55, 56, 57 e 58, com maior nimero de
derivados, apresentou correlagdes lineares significativas (Equacdo 18) entre os valores de
loglCsy e ClogP (r= 0,99) e com Ry, (r= 0,84), apresentados na Figura 28, grificos A e B,
respectivamente. As equacdes 18 e 19 indicam os efeitos observados nos graficos da Figura
28. Este resultado evidencia a importancia da propriedade lipofilica destas amidas para a

atividade citotdxica, principalmente, entre os 4 compostos mais ativos 1, 53, 57 e 58 desta

L, .
serie.
2,4 2,4
4 \\\ .
2,2 22 S
n . ] \\\ -
2,01 2,0 N
8 3 \\\
o O .
2 18 2 18- . ~_ .
ES] s ~
1,6 1 1,6 S~
1,44 1,4
|
1,2 — ¥
25 3,0 35 40 45 5,0 08 1,0 12 14 16 18 20 22 24
ClogP R

Figura 28. Grificos A e B representando a correlacio entre os valores de ICsp com os
parametros hidrofébicos ClogP e Ry, respectivamente, dos compostos 1, 49, 53, 55, 56, 57 e

S8.

80



loglCsp= 3,58 (£ 0,1) - 0,46 (£ 0,02) ClogP tedrico Equacao 18

r=0,99 dp= 0,04 n="7
loglCso=2,72 (£ 0,23) - 0,48 (£ 0,13) Ryw Equacao 19
r=0,84 dp= 0,18 n="7

A segunda série de compostos, cuja correlacdo foi significativa (Equacdo 20), esta
representada por 1, 50, 51, 52, 54 e 55, ressaltando a hidrofobicidade como relevante para a
atividade, mas em modelo quadritico, também muito comum nas andlises de QSAR

(HANSCH, 1999), conforme pode ser observada no gréfico da Figura 29 e Equacao 20.

Figura 29. Grifico representando a correlagcdo entre os valores de ICsy com o

parametros hidrofébico ClogP, envolvendo 1, 50, 51, 52, 54 ¢ 55.

logICso = -0,38 (£ 0,07) ClogP * + 3,23 (£ 0,51) ClogP — 4,34 (£ 0,07) Equagio 20

r’= 0,99 dp= 0,02 n=6

Uma possivel linearidade entre os diferentes compostos analisados poderia ser
observada considerando-se outros parametros fisico-quimicos, como o efeito eletronico e
estérico, ou ainda, modelo proveniente do tratamento de regressdo multipla considerando

esses fatores, além do fator hidrofébico.
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4.2 Estudo dos Extratos Obtidos da Espécie Struthanthus marginatus

Com os extratos hidroalcéolicos obtidos separadamente das folhas, caules e haustorios
da espécie S. marginatus, planta hemiparasita coletada sobre a espécie hospedeira Mangifera
indica, foram realizados ensaios de prospeccdao das principais classes de metabdlitos
especiais. E importante destacar que poucos estudos quimicos e biolégicos tém sido
reportados na literatura para este género e, principalmente para esta espécie.

A atividade bioldgica do extrato bruto desta erva de passarinho também foi avaliada,
porém sua insolubilidade levou-nos a preparar fracdes com diferentes polaridades para

prosseguir com os ensaios bioldgicos.

4.2.1 Ensaio de quimioprospecciao

O ensaio de quimioprospeccdo se trata de um roteiro analitico seqiiencial elaborado
com o objetivo de detectar a ocorréncia de quantidades aprecidveis de diversos constituintes
quimicos em extratos de plantas com excecdo dos protideos, glicidios e outras substincias
macromoleculares (MATTOS, 1997).

No intuito de detectar os principais constituintes quimicos micromoleculares na
espécie S. marginatus e, principalmente, os de caracteristicas mais polares nos quais se
inserem algumas classes de metabdlitos, por exemplo, os flavondides isolados em outras ervas
de passarinho como a quercetina e a quercetrina (FERNANDEZ et al., 1998; DEVEHAT et
al., 2002), foram preparados extratos hidroalcéolicos independentes das folhas, caules e
haustérios para a andlise qualitativa de sua composi¢do quimica. Os resultados estdo

representados na Tabela 11.
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Tabela 11. Resultados da triagem dos principais metabélitos especiais na espécie
Struthanthus marginatus.

Extratos

Metabdlitos Especiais Caule Folhas  Haustério
1 Alcal6ides Positivo Positivo ~ Positivo
2 Saponinas Positivo Positivo  Positivo
3 Esterdides e triterpendides Positivo Positivo ~ Negativo
4 Taninos Positivo Positivo  Positivo
5 Depsideos e depsidonas Negativo  Negativo  Negativo
6 Flavondides Positivo Positivo  Positivo
7 Catequinas Positivo Positivo  Positivo
8 Antraquinonas Negativo ~ Negativo  Negativo
9 Cumarinas Negativo  Negativo  Negativo
10 Sesquiterpenlactonas e lactonas Negativo  Negativo Negativo
11 Carotendides e xantofilas Negativo  Negativo Negativo
12 Glicosideos cardiacos Negativo  Negativo Negativo
13 Actcares redutores Positivo Positivo Positivo
14 Reagdo para polissacarideos Positivo Positivo Positivo
15 Purinas Negativo  Negativo  Negativo
16 Proteinas e aminodcidos Positivo Positivo Positivo
17 Ac. organicos Negativo ~ Negativo  Positivo

Constatou-se, na prospeccao dos trés extratos hidroalcélicos independentes, a presenca
dos 4cidos organicos apenas nos haustdrios e a presenca dos esterdides e triterpendides nas
folhas e caules, sendo que os esteréides foram mais intensamente evidenciados nos caules.

As classes das catequinas e dos flavondides foram bastante expressivas nos teste
realizados com os trés extratos, sendo que a primeira classe foi observada no extrato do caule
com uma maior intensidade. No entanto, a classe das saponinas foi marcante nas folhas.

Os alcal6ides, em menor intensidade, actcares redutores, polissacarideos, proteinas e
aminodcidos foram detectados nos trés extratos analisados das diferentes partes do vegetal,
assim como a abundancia de taninos.

O presente estudo com a espécie S. marginathus, nos resultados preliminares, tem
confirmado os dados da literatura que apresentam, apesar de poucas espécies estudadas, a
familia Loranthaceae e, principalmente esta planta, tdo relevantes quanto as espécies da
familia Viscaceae, a qual € representada pela espécie Viscum album, planta extensamente

estudada na Europa para o tratamento do cancer (MANSKY et al., 2003).
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4.2.2 Obtencao e estudo das atividades citotéxica das fracoes de S. marginathus

Os extratos hidroalcéolicos das folhas, caules e haustérios foram preparados (item 3.3,
Parte Experimental) visando também o monitoramento da atividade bioldgica dos provaveis
contituintes quimicos detectados nos ensaios de prospec¢do. No entanto, estes extratos foram
insoldveis, inviabilizando os ensaios bioldgicos e, consequentemente, o biomonitoramento da
atividade citotdxica.

Uma forte evidéncia para a insolubilidade dos extratos é a presenca dos taninos,
também detectados, em niveis relativamente altos, no cértex do caule e no tecido pali¢adico
das folhas da espécie S. vulgaris (SALATINO et al., 1993), os quais sdo capazes de formar
complexos insoliveis com proteinas, segundo relato da literatura (MARTIN & MARTIN,
1993).

Diante da insolubilidade dos extratos e da evidéncia da presenca de flavondides,
segundo o ensaio de prospeccdo realizado neste trabalho, os estudos quanto a atividade
bioldgica desta planta foram direcionados as fracdes preparadas segundo a marcha utilizada
por LOHEZIC-LE DEVEHAT et al. (2002), com a qual estes autores isolaram trés
flavonéides da espécie Scurrula ferruginea, também pesrtencente a familia Loranthaceae.

Do extrato de S. marginartus, proveniente da percolacdo a frio com acetato de etila e
éter de petroleo, obtido com 0,26% de rendimento, foi utilizada 1g para ser cromatografado
em coluna aberta com o objetivo de se obter as fracdes com diferentes polaridades para serem
ensaiadas frente as células do carcinoma de Ehrlich.

A separagdo cromatogréfica e a avaliacdo por CCF permitiu a reunido das fracdes em
quatro grupos F-CH,Cl,, F;-AcOEt, F,-AcOEt, F-MeOH.

A fracdo F-CH,Cl, com 7,04% de rendimento em relac@o ao extrato bruto, apresentou
colaracdo amarela, enquanto que as fra¢des obtidas com acetato de etila, F;-AcOEt e F,-
AcOEt cujos rendimentos foram respectivamente 12,31% e 5,44%, apresentaram coloracdo
amarelo-esverdeada a verde devido a presenga de clorofila.

A fracdo metandlica F-MeOH foi obtida em rendimento de 28,78%, no entanto,
observou-se através da cromatografia de camada fina uma maior concentragao de substancias
diferentes, além da clorofila, apresentando uma coloracao verde escuro.

Estas fracOes foram direcionadas aos ensaios biologicos.

Inicialmente, tentou-se realizar ensaios de toxicidez geral frente ao microcrustiaceo
Artemia salina. No entanto, os resultados com o extrato bruto em éter de petréleo e acetato de
etila e também os extratos hidroalc6olicos das folhas, caules e haustérios de S. marginatus

foram insatisfatérios devido a sua baixa solubilidade em solu¢@o salina, apresentando um
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precipitado flosculoso de imediato. Assim as fracdes F-CH,Cl,, F;-AcOEt, F,-AcOEt e F-

MeOH, nao foram ensaiadas frente ao microcrustaceo.

Os testes bioldgicos com as fragdes F-CH,Cl,, F;-AcOEt e F,-AcOEt testadas de S.

marginatus, frente ao carcinoma de Ehrlich, mostraram boa atividade citotoxica (Tabela 12),

sendo que os valores de ICsy se encontram-se na faixa entre 50 e 25 ug/ml. A fracdo

metanolica ainda ndo foi ensaiada.

Tabela 12. Atividade citotéxica das fragdes de Struthanthus marginatus frente as

células do carcinoma de Ehrlich.

Concentracdo (ug/ml)

Percentagem de inibicdo (%)

F-CH,CL, F-AcOET F,-AcOET
100 100 100 93,89
50 100 100 71,56
25 6,87 22,51 10,49
12,5 0,0 0,0 0,0

A atividade citotéxica das fracdes de acetato de etila Fi-AcOEt e F,-AcOEt, na

concentracdo de 50 pug/ml, diferenciaram-se, possivelmente, devido a presenga de clorofila,

onde a fracao F,-AcOEt, a mais clorofilada, mostrou-se menos ativa frente ao carcinoma de

Ehrlich. Outra razdo sugerida para tal distin¢@o seria a presenca de diferentes metabodlitos em

cada fracdo, claramente observada através da cromatografia de camada fina utilizada para a

reunido das fragdes.
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5 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Diante da enorme contribuicdo das plantas superiores para o desenvolvimento de
forma direta ou indireta de quimioterdpicos a partir de seus metabdlitos especiais, o estudo
com as espécies S. marginathus e P. nigrum, nesta dissertacdo, indicam-nas como fonte
promissora para o desenvolvimento de moléculas bioativas frente as células tumorais.

Pimenta do reino

Neste trabalho, foi observado a atividade citotoxica frente as células do carcinoma
ascitico de Ehrlich tanto para o extrato dos frutos de Piper nigrum quanto para a piperina. O
estudo da citotoxicidade dos derivados sintéticos a amida natural mostrou que alguns
derivados frente as células do EAC foram mais ativos que a piperina.

Demaneira em geral, as amidas mais citotéxicas frente as células do EAC
evidenciaram a expressao da fosfatidilserina durante o processo de morte celular. No entando,
através de atividade de desidrogenase lactica das células ensaiadas, pode-se constatar que
alguns compostos sdo capazes de induzir a morte por necrose, enquanto que outros, como a
piperina, podem levar a morte por apoptose.

A correlacdao dos parametros hidrofébicos determinados com a atividade biolégica dos
compostos estudados foi linear para uma série de derivados e, quadrdtica para outra.
Provavelmente, outros parametros fisico-quimicos estajam influenciando na bioatividade
destes compostos frente as células do carcinoma ascitico de Ehrlich.

Erva de Passarinho

No presente estudo com a espécie Struthanthus marginathus, pdde-se detectar a
presenca de importantes classes de metabodlitos especiais como: esteroides, catequinas,
flavonodides, taninos e alcaldides, expressos com diferentes intensidades nas determinadas
partes do vegetal analisadas, bem como a citotoxicidade segundo a diferenga de polaridade
dos metabdlitos presentes nas distintas fragoes.

Desta forma, este estudo se encontra em andamento, sendo o biomonitoramento das
fracdes uma ferramenta importante para selecionar aquelas de maior atividade para posterior
avaliacdo fitoquimica levando ao isolamento dos metabdlitos bioativos, sendo em seguida

avaliados frente as c€lulas tumorais.
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