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RESUMO

O cancer € um problema de saude mundial, que continua exigindo inovacao
constante nos protocolos terapéuticos. Nesse cenario, € relevante a busca por novos
ativos que possam melhorar as propostas terapéuticas. As espécies vegetais se
destacam, devido a sua composicdo quimica complexa capazes de propiciar o
atingimento de atividades farmacoldgicas diversas. Nesse sentido o género
Baccharis merece destaque. Baccharis dracunculifolia (Bd), conhecida como
alecrim-do-campo, é considerada a principal fonte botanica da propolis verde.
Diversas fontes vegetais apresentam atividade antiproliferativa, peca chave no
tratamento de diversos tipos de cancer, sobretudo o cancer de pele. Nesse sentido,
o presente trabalho caracterizou o extrato do apice foliar de Bd por CLUE-EM-QTOF,
tendo sido anotados 12 compostos, especialmente flavonoides e acidos fendlicos,
dentre eles o acido cumarico, o artepilin C, a acacetina e &cido cafeico. A
concentracdo de artepilin C foi de 1,18 pg/mL. Avaliou-se a citotoxicidade do extrato
frente a fibroblastos (L929), queratindcitos (HaCaT) e melanoma (B16F10) pelo
método de reducdo do sal de tetrazdlio, cujas concentracbes de extrato variaram
entre 6,25 - 100 ug/mL. Apenas as maiores concentracfes foram toxicas para as
células, e a menor concentracdo 6,25 pug/mL apesentou viabilidade superior a 70%
em todas as células testadas. A atividade antiproliferativa do extrato foi avaliada
através do ensaio clonogénico utilizando a concentracdo de 6,25 upg/mL frente a
melanoma (B16F10). O extrato foi ativo e reduziu a formag&o de colonias mantendo
apenas 33,75% das células viaveis.

Palavras-chave: Cancer de pele, Baccharis dracunculifolia, atividade antiproliferativa.



ABSTRACT

Cancer is a global health problem that continues to require constant innovation in
therapeutic protocols. In this scenario, the search for new active ingredients that can
improve therapeutic proposals is relevant. Plant species stand out due to their
complex chemical composition, capable of providing the achievement of various
pharmacological activities. In this sense, the genus Baccharis deserves to be
highlighted. Baccharis dracunculifolia (Bd), known as rosemary, is considered the
main botanical source of green propolis. Several plant sources have antiproliferative
activity, which is a key element in the treatment of various types of cancer, especially
skin cancer. In this sense, the present study characterized the extract of the leaf apex
of Bd by CLUE-EM-QTOF, and 12 compounds were recorded, especially flavonoids
and phenolic acids, among them coumaric acid, artepilin C, acacetin and caffeic acid.
The artepilin C concentration was 1.18 pg/mL. The cytotoxicity of the extract against
fibroblasts (L929), keratinocytes (HaCaT) and melanocytes (B16F10) was evaluated
by the tetrazolium salt reduction method, whose extract concentrations ranged from
6.25 to 100 ug/mL. Only the highest concentrations were toxic to the cells, and the
lowest concentration 6.25 pg/mL showed viability greater than 70% in all cells tested.
The antiproliferative activity of the extract was evaluated by clonogenic assay using a
concentration of 6.25 yg/mL against melanocytes (B16F10). The extract was active
and reduced colony formation, keeping only 33.75% of viable cells.

Keywords: Skin cancer, Baccharis dracunculifolia, antiproliferative activity.
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1 INTRODUCAO

O cancer é um problema de saude mundial, que continua exigindo inovacao
constante nos protocolos terapéuticos (OMS, 2020; SIEGEL; MILLER; JEMAL,
2019). E uma doenca complexa, heterogénea e altamente dinAmica envolvendo o
crescimento acelerado e desordenado das células, que pode invadir 6rgéos e
tecidos (MOSES et al., 2018).

O céancer de pele é um tipo de cancer comum e incorpora uma gama de
entidades patolégicas que se originam de diferentes células da derme e da
epiderme. No Brasil estima-se que até 2025 haja a incidéncia de 220.490 novos
casos (INCA,2024). As altas taxas de mortalidade estdo relacionadas ao diagndstico
tardio, uma vez que lesdes iniciais podem ser removidas por intervencao cirdrgica
com altos indices de cura. Entretanto, esse tipo de abordagem ndo se aplica aos
pacientes que apresentam a doenca em fase avancada (LIMA et al., 2018).

Existem inlUmeras limitag6es no tratamento convencional com a quimioterapia,
que em geral causam resposta clinica ndo satisfatéria e diversos efeitos adversos.
Por essa razao, a busca por novas substancias que possam melhorar os protocolos
farmacoterapéuticos tém sido cada vez mais frequentes (NEWMAN; CREGG, 2020).

Diversos estudos da literatura descrevem a variedade farmacoldgica
apresentada por compostos vegetais e a busca por novas substancias com atividade
anticarcinogénica tém sido crescentes (ASHIQUE, et al, 2023; BATISTA, et al, 2022;
SHARMA, et al, 2023; AHMED, et al, 2023).

Nesse contexto, a espécie Baccharis dracunculifolia De Candole (Asteraceae)
merece destaque. Conhecida popularmente como alecrim do campo, € uma planta
nativa do Brasil encontrada principalmente em areas de cerrado de Minas Gerais. E
um arbusto lenhoso, com folhas dotadas de tricomas tectores e glandulares, os
guais atuam como barreira contra o ataque de predadores e auxiliam as abelhas
Apis mellifera na coleta de material resinoso para a producdo de propolis verde
(LEMOS, et al, 2007, DA SILVA FILHO, 2012).

Vérias atividades biologicas para extratos oriundos da B. dracunculifolia ja
foram descritas, dentre as quais as atividades anti-inflamatéria (FERREIRA, et al;
2023), antimicrobiana (TIMBE, et al, 2021; MONTEIRO, et al, 2022) e antioxidante

(DE LIMA, et al, 2019). A espécie € caracterizada quimicamente pela presenca de
11



terpenoides, flavonoides e, principalmente, fenilpropanoides e derivados do acido
cumarico, como a bacarina, drupanina e artepilin C (DE OLIVEIRA et al., 2014;
BONIN, et al, 2020).

E documentado na literatura o potencial anticancerigeno de compostos
fendlicos, principalmente os derivados do acido cinamico, frente a células de
melanoma (RODRIGUES, 2021). Além disso, pesquisadores demonstraram
atividade antitumoral promissora para extratos da propolis verde, o que pode sugerir
atividade similar para extratos de B. dracunculifolia, tendo em vista que esta espécie
vegetal é a principal fonte botanica para este tipo de prépolis (DE OLIVEIRA, et al,
2014).

Com base no exposto, o presente trabalho objetiva avancar no estudo
investigativo da atividade antiproliferativa do extrato do &pice foliar de B.

dracunculifolia frente a linhagem celular de melanoma murino B16F10.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CANCER DE PELE

O céncer é um dos maiores problemas de saude publica do mundo, e
constitui a segunda maior causa de morte da populacdo mundial, ficando atras
somente das mortes ocasionadas por doencas cardiovasculares (OMS, 2020;
SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2019). E uma doenca complexa, heterogénea e
altamente dindmica envolvendo o crescimento acelerado e desordenado das células,
gue pode invadir érgéos e tecidos (MOSES et al., 2018).

O cancer de pele é o mais comum de todos os tipos de cancer e incorpora
uma gama de entidades patoldgicas que se originam de diferentes células da derme
e da epiderme (WILD; WEIDERPASS; STEWART, 2020). Os principais tipos de
cancer de pele sédo: o carcinoma de células escamosas, o0 carcinoma basocelular
(cancer de pele ndo melanoma - benigno), que sdo a maioria dos casos, e 0 cancer
de pele melanoma (maligno), que se forma nos melanoma, células responsaveis
pela producdo da melanina (HENCH, et al., 2023; DESSINIOTI, et al., 2024). E a
forma mais agressiva de cancer de pele, devido ao seu alto potencial metastatico.
Sua ocorréncia esta relacionada a exposicdo exarcebada a luz solar, alteracbes
genéticas e epigenéticas, e acomete principalmente a populacdo caucasiana de
ambos os sexos (LEONARDI et al., 2018; MILLER et al, 2016).

No Brasil, segundo o Instituto Nacional do Céancer (INCA), estima-se que para
cada ano do triénio de 2023 a 2025 haja a incidéncia de 220.490 novos casos de
cancer de pele ndo melanoma. Por outro lado, para o cancer de pele melanoma, a
incidéncia estimada é de 8.980 novos casos (INCA, 2024).

O diagnéstico precoce, sobretudo do melanoma, é de fundamental
importdncia para o0 sucesso do tratamento. As opg¢les terapéuticas, sao
dependentes do tipo e extensdo do tumor, localizagdo e estdgio. Podem ser
resumidas em resseccao cirdrgica, quimioterapia, radioterapia, terapia fotodinamica,
imunoterapia ou terapia direcionada (BATUS et al., 2013; MILLER et al., 2016).

Diversos farmacos séo utilizados no tratamento do melanoma, dacarbazina, e
seu analogo temozolomida, sdo exemplos. No entanto, efeitos adversos, respostas

clinicas ndo sao satisfatorias, e resisténcia das células tumorais a esses farmacos
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tém limitado o sucesso da farmacoterapia (AUSTIN et al., 2017; RICHMOND et al.,
2019).

Por isso, a busca por novos farmacos que sejam capazes de melhorar a
eficacia terapéutica tém sido constantes, nesse cendrio, os produtos naturais sao
fontes importantes na descoberta de novas substancias. E sabido que os compostos
fendlicos possuem atividades antioxidantes, quimiopreventivas e quimioterapéuticas
(SOBRINHO et al., 2016).

Diversos estudos na literatura comprovam que os compostos fendlicos sao
capazes de minimizar a capacidade proliferativa de células de melanoma, dessa
forma, extratos vegetais tém sido investigados devido a complexidade de sua
composi¢do quimica, agindo de forma sinérgica, e também as propriedades
biolégicas j& comprovadas que estes apresentam (LIN et al., 2020; DAIKH et al,
2020; NEWMAN; CRAGG,2020; LU et al., 2013; NOR, et al., 2021; CAMPOCCIA, D.
et al.,2021;CISILOTTO, et al.,2018). As espécies de origem tropical, em especial da
biodiversidade brasileira, ttm despertado grande interesse de pesquisadores, nesse
cenario, o género Baccharis, sobretudo a espécie Baccharis dracunculifolia merece

destaque.

2.2 GENERO BACCHARIS

O género Baccharis, pertence a familia Asteraceae e possui com cerca de
500 espécies (FERREIRA, et al; 2023). No Brasil, hd grande concentracdo de
espécies de Baccharis, principalmente no Cerrado, caracterizando a regido como
provavel centro de origem do género (MONTEIRO, et al; 2022). Esse género é
considerado um dos maiores da familia Asteraceae, e € muito utilizado na medicina
popular na forma de chés, para o controle e tratamento de diversas doencas como
diabetes, doencas da préstata, males do figado e estbmago, anemias, inflamacdes e
para processos de desintoxicacao do organismo (VERDI et al., 2005).

Quimicamente, € marcada pela presenca de flavonoides (principalmente
flavonas e flavonadis), triterpenos e diterpenos (dos tipos labdanos e clerodanos) e
derivados do acido cumarico. Os metabdlitos secundarios expressos por esse
género, sdo encontrados principalmente nas partes aéreas, apresentam diversas

atividades biologicas, como antioxidante, anti-inflamatéria, antimicrobiana,
14



cicatrizante, anticarcinogénica, imunomoduladora, dentre outras (DA SILVA FILHO,
2012).

Devido a vasta aplicabilidade das plantas desse género na medicina popular
para o tratamento de diversas patologias, aliada a sua importadncia comercial e
ecologica, o interesse pela pesquisa e aprofundamento da composi¢cdo quimica de
espécies de Baccharis sp tem aumentado, com o intuito de desenvolver novos
medicamentos. Entre as espécies do género de grande importancia esta B.

dracunculifolia.

2.2.1 Baccharis dracunculifolia DC

Baccharis dracunculifolia De Candolle (Asteraceae) (figura 1), conhecida
popularmente como alecrim-do-campo e vassourinha, é uma espécie nativa do Brasil
e ocorre principalmente na regido sudeste do pais, especialmente em pastagens
abandonadas e areas de cerrado do estado de Minas Gerais (RIANI, et al., 2017,
MARTINEZ, et al., 2012). Apresenta sementes e galhos bem ramificados, e sua
epiderme foliar é dotada de tricomas agrupados e distribuidos regularmente pelo
limbo, sendo que seu &pice foliar apresenta grande quantidade de tricomas
glandulares que agem como protecdo ao ataque de predadores e, auxiliam as
abelhas Apis mellifera na coleta de material resinoso para posterior producao da
propolis verde (TEIXEIRA et al., 2005)

Figura 1. Baccharis dracunculifolia De Candolle (DC).

Fonte: Elaborado pela autora (2022).
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Essa relacdo com as abelhas (figura 2) torna a espécie potencial alvo de
investigagbes fitoquimicas e farmacologicas, tendo em vista as diversas
propriedades da prépolis verde ja reportadas na literatura, o que pode sugerir

similaridade a B. dracunculifolia uma vez que esta é sua principal fonte botanica.

Figura 2. Abelha Apis mellifera coletando material resinoso no apice foliar.

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

De acordo com a literatura as abelhas cortam os apices foliares da planta e
com o auxilio de suas patas vao formando “bolotas verdes”, repletas de fragmentos
epidérmicos e tricomas glandulares, as quais sdo carregadas para a colmeia e
utilizadas na elaboragéo da prépolis, denominada assim “verde” (BASTOS, 2001;
KUMAZAWA et al., 2003).

2.2.2 Composicao quimica de B. dracunculifolia

Os primeiros compostos identificados e isolados das partes aéreas de
Baccharis dracunculifolia foram os fenilpropanoides bacarina, drupanina e artepilin C
(Figura 3), em um estudo realizado por Bohlmann (1981). A partir desse estudo,

diversos trabalhos foram realizados com o interesse em conhecer a composi¢cédo
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quimica e as propriedades bioldgicas dessa espécie (BERNARDES, et al., 2022;
RIGOTTI, et al., 2023; LUCHESI, et al., 2022; BRANDENBURG, et al.,2020; VILAS-
BOAS, et al.,2023).

Park et al. (2002) identificou em extratos de folha de Bd, por meio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia, a presenca do acido cumarico, acido ferdlico
e isosacuranetina (Figura 3). Nagatani et al. (2001) verificou a presenca de
substancias como, naringenina, acacetina, aromadendrina-4-metil-éster, além das
substancias previamente identificadas artepilin C, drupanina e bacarina, dentre
outras substancias no extrato metandlico da planta (figura 3). Por ser a principal
fonte botanica da prépolis verde, Kumazawa e colaboradores (2003) e Sawaya e
colaboradores (2004) avaliaram a similaridade entre os perfis cromatograficos de
extratos hidroalcodlicos de Bd e prépolis verde utilizando cromatografia liquida de
alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (CLAE-EM), e foram
identificadas varias substancias, como o acido cafeico, acido cumarico,
aromadendrina-4-metil-éster, bacarina e artepilin C. Corroborando com outros
trabalhos da literatura, os acidos fendlicos prenilados, como artepilin C, foram
indicados como as substancias majoritarias nos apices foliares de Bd (TEIXEIRA et
al., 2005; DE OLIVEIRA et al., 2014; PAULA et al., 2017).

Figura 3. Estruturas quimicas de alguns metabdlitos secundarios de B. dracunculifolia.
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Artepillin C Acido cafeico Acido cumarico

Fonte: Elaborado pela prépria autora (2024).

Tendo em vista a estreita correlacdo entre as substancias majoritarias
presentes nos extratos de B. dracunculifolia e os compostos ja identificados em
extratos de propolis verde, pesquisadores tém conduzido estudos buscando
atividade semelhante de ambos os extratos frente a diversas patologias. Cisilotto, J.
et. al (2018), conduziram estudo de avaliagdo de citotoxicidade em células de
melanoma e caracterizacdo quimica de prépolis, demonstrando que a presenca
incomum de alcaloides piperidinicos possui seletividade citotoxica para essas
células. Benguedouar, et al (2015), avaliaram a progressdao de melanoma de
camundongos, apds tratamento com extrato etandlico de propolis e observaram
diminuicdo significativa. Também ja foi relatado por Paulino et al. (2008) expressiva
atividade anti-inflamatéria da prépolis verde e, em contrapartida, Santos et al. (2010)
conduziram um estudo com extrato hidroalcodlico de partes aéreas de Bd, e
constataram a expressiva atividade anti-inflamatéria do extrato.

Assim, estudos da literatura comprovam a similaridade na composicao
quimico-biolégica entre a propolis verde e sua principal fonte vegetal, a Baccharis

dracunculifolia, indicando a possivel similaridade entre suas propriedades biolégicas.

18



3 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antiproliferativa do extrato do apice foliar de Baccharis
dracunculifolia DC (Asteraceae).

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Obter o extrato em acetato de etila do apice foliar de Baccharis dracunculifolia
(BAACOEY);

= Caracterizar o extrato BAACOEt por cromatografia liquida de ultra eficiéncia
acoplada a detector por espectrometria de massas de alta resolucdo (CLUE-
EM-QTOF);

= Avaliar a viabilidade celular de fibroblasto, queratindcito e melanoma murinos
frente ao tratamento com extrato de BAAcoEt;

= Avaliar o potencial efeito antiproliferativo in vitro do extrato BAAcOEt frente a

melanoma murinos (B16F10).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 AUTORIZACAO DE COLETA E ACESSO AO PATRIMONIO PELO SISGEN:

A coleta do material vegetal de B. dracunculifolia e sua experimentacao foi
devidamente cadastrada no Sistema Nacional de Cadastro ao Patrim6nio Genético e
Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN), sob o niumero: AE32DB3.

4.2 COLETA DO MATERIAL VEGETAL E OBTENC}AO DO EXTRATO

As partes aéreas da planta in natura para o estudo, foram coletadas
manualmente no dia sete de julho de 2022 as 10:00 horario de Brasilia, no campus
da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), entre as faculdades de Farmacia
(FF) e Economia, (21°46'34.8”S 43°21’ 52.4"W) conforme figura 4. Foram coletadas

plantas com altura média entre 1 e 2 m, com folhas e apices foliares bem evidentes.

Figura 4. Local de coleta do material vegetal in natura.
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Fonte: Google maps (2022).

Apos coleta, os apices foliares foram separados e secos em temperatura
ambiente ao abrigo da luz na sala de secagem da FF durante duas semanas. Em
seguida, foram estabilizados em estufa de ar quente e circulante (SoLab, modelo
102) a temperatura de 40°C por 24 hrs.

Posteriormente, o material vegetal foi pulverizado em moinho de facas e

foram obtidos 7g de po de apices foliares. Em seguida, o po obtido foi submetido a
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processo de maceracdo a temperatura ambiente, por 48h em frasco ambar,
utilizando acetato de etila (500 mL) ou etanol PA (500 mL) como liquidos extratores.
Ap0s o tempo de maceragéo, as solu¢des extrativas foram filtradas e concentradas a
pressao reduzida, utilizando evaporador rotatério (Rotavapor® R-210, Buchi, Suica)
a temperatura de 40°C, obtendo-se 1,6 g do extrato em acetato de etila (BAACOEt) e
2,0 g do extrato etandlico (BAEtOH) dos apices foliares de B. dracunculifolia (figura
5).

4.3 ANALISE CROMATOGRAFICA DO EXTRATO DE B. dracunculifolia EM HPLC-
DAD e CLUE-EM-QTOF E ANOTACAO DE METABOLITOS

4.3.1 Anélise em HPLC-DAD do extrato de BdAcOEt.

A avaliacdo do perfil cromatografico dos extratos BAAcOEt e BAEtOH foi
realizado de acordo com o método adaptado descrito por Marquiafavel e
colaboradores (2015). As andlises foram realizadas no Laboratorio Multiusuéario de
Bioprodutos e Bioprocessos (CentralBio) da FF da UFJF, utilizando um HPLC
Waters, composto por um detector de arranjo de diodos (DAD), bomba binaria de
HPLC e um amostrador automatico. Foi utilizada uma coluna analitica SunFire Cis
(tamanho de particula de 5 um, 4,6 mm x 250 mm) com uma pré-coluna SunFire Cis
(tamanho de particula de 5 ym, 4,6 mm x 20 mm). A fase mével foi uma mistura de
agua ultrapura acidificada com &cido acético 0,1% (A) e metanol acidificado com
acido acético 0,1% (B). O método do gradiente foi: 20-100% (B) em 0-70 min e
mantido dentro de 25 min linearmente a 100% do solvente B com vazdo de 1
mL/min. O extrato BAAcCOEt (2 mg) foi diluido em metanol (grau HPLC) para atingir
uma concentracao final de 2 mg/mL. Depois, a mistura foi sonicada por 15 min a
40°C, centrifugada por 5 min a 4000 x G e filtrada através de filtros de membrana de
0,45 pm. O volume de injecao foi de 30 pL.

4.3.2 Analise em CLUE-EM-QTOF do extrato BAAcOEt

O extrato BAACOEt foi analisado em um equipamento de cromatografia de
ultra eficiéncia (Ultra Performance Liquid Chromatography-UPLC) usando um
sistema Acquity UPLC (Waters Corporation, Milford, MA, EUA), equipado com uma

bomba binaria, desgaseificador e amostrador automatico acoplado a um sistema de
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ionizacao por eletrospray, e espectrdmetro de massas quadrupolo de tempo de voo
(ESI-QTOF-MS / MS) (Waters Corporation, Milford, MA, EUA).

A separagdo cromatografica foi realizada com uma coluna BEH Cis (100 mm
x 2,1 mm, 1,7 um, Milford, MA, EUA). A fase moével composta por dgua de grau LC
com 0,1% de acido férmico (A) e acetonitrila de grau LC (B) com os seguintes perfis
de gradiente: 0—2 min, 5% B; 2—14 min, 5-98% B; 14-16 min, 98% B; e 16—20 min,
98-5% B. A vazéo foi de 0,4 mL/min.

Ao extrato BAACOEt (5,0 mg) foi adicionado 2 mL de MeOH (grau CLUE) para
solubilizacdo. Posteriormente, a amostra foi submetida a banho ultrassénico por 15
minutos, ou até completa solubilizacdo das amostras. Em seguida, a solucéo foi
centrifugada a 10.000 RPM por 5 minutos e, 1 mL do sobrenadante de cada amostra
foi coletado, adicionado de 0,1 mL de H20 ultrapurificada, e centrifugado novamente
a 15.000 RPM por 5 minutos. O sobrenadante foi filtrado em quantidade suficiente
utilizando unidades filtrantes PVDF 0,22 um e injetados (volume de injecdo de 30 uL)
para analise em CLUE-EM-QTOF.

A andlise por espectrometria de massas foi realizada com um espectrémetro
de massas XEVO G2S QTOF (Waters Corporation, Milford, MA, EUA) com ESI
operando no modo de ionizacdo negativa para varredura. A faixa de varredura foi
definida em m/z 100-1000. A tenséo capilar foi de 3,0 kV, a baixa energia de colisdo
foi de 6 eV e a maior energia de colisdo foi de 15-30 eV. A temperatura da fonte de
ions foi de 120°C e a temperatura de dessolvatacédo foi de 450°C. O nitrogénio foi
utilizado como fonte de gas de dessolvatagao (800 L-h—-1) e gas de cone (50 L-h-1).
Para medicbes de massa precisas, os dados foram centralizados durante a
aquisicdo a 200 pg-mL~' de leucina-encefalina (m/z 565,2771) (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Alemanha), dissolvidos em acetonitrila/0,1% de &cido férmico (50 :50, v/v)
e foi infundido continuamente como uma referéncia externa (LockSpray™) na fonte
ESI com correcdo automatica de massa habilitada. Os dados CLUE-HR-MS/MS
foram processados usando o gerenciador de aplicativos Chromalynx™ com software
MassLynx™ 4.1 (Waters Corporation, Milford, MA, EUA). As principais ferramentas
para anotacdo dos compostos foram a interpretacdo dos espectros MS? adquiridos
em comparacgéo com aqueles encontrados na literatura e em bases de dados online,

como PubChem, ChemSpider e MassBank.
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4.3.3 Identificacéo e quantificacao de artepillin C

Artepillin C foi identificado em BAAcOEt com base em seu espectro UV e
tempo de retencdo comparado ao padrdo puro, isolado da propolis verde brasileira
(RIANI, et al., 2021). O padrao de artepillin C foi obtido anteriomente (RIANI, et al.,
2021) e disponibilizado para a a realizacdo deste trabalho. Além disso, o artepillin C
foi quantificado em BdAcOEt usando o método HPLC-DAD modificado de Nobushi et
al (2012), correlacionando a &rea do pico do artepillin C com as areas dos picos das
solugcbes padrao. A curva de calibracdo do artepillin C foi preparada em metanol,
cuja concentracao final 100 pg/mL. Além disso, foram preparadas solucdes estoque
de BdJACOEt (37,6 mg/mL). Em seguida, a solucéo foi filtrada através de filtros de
membrana de 0,45 pm e injetada em diferentes concentracbes de BAACOEt em
triplicata. A coluna analitica utilizada foi uma X Bridge (Waters) Cis (150 mm x 4,6
mm, 5,0 um), mantida a 40 °C, e uma mistura de agua ultrapura acidificada com
0,5% de acido acético (A) e acetonitrila (B) foi usado como fase moével. O método de
gradiente utilizado foi: 30% (B) 0-5 min, 30-100% (B) em 5-30 min com vazé&o de 1
mL/min e DAD a 320 nm. Os resultados foram expressos em pg/mL de BAAcOEt.

4.4 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DO EXTRATO DE B. dracunculifolia
4.4.1 Cultivo celular

A linhagem de fibroblastos murinos (L929 - ATCC CCL-1 NCTC) e de
gueratinécitos murinos (HaCaT) foram cedidas pelo prof. Dr. Frederico Pittella Silva,
do Laboratério de Desenvolvimento de Sistemas Nanoestruturados (LDNano) da FF
da UFJF. A linhagem celular de melanoma murino (B16F10 - ATCC CRL-6475)
foram gentilmente cedidas pela profé. Dra. Renata Fonseca Vianna Lopez, do
Laboratério NanoTop da Faculdade de Ciéncia Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sao Paulo. As linhagens de L929 e B16F10 foram cultivadas em
meio Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM) high glicose, enquanto a linhagens
de HaCaT foi cultivada em meio DMEM/F12 (1:1), ambos suplementados com 10%
de Soro Bovino Fetal (SBF) e 1% da solucdo de antibiéticos [Penicilina (100 Ul/mL) e
Estreptomicina (100 ug/mL)] em garrafas de cultura de 75 cm?® (KASVI) e mantidas
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em estufa incubadora umidificada a 37°C com atmosfera de 5% de CO:2 (Panasonic,
MCO-18ACL-PA, EUA) até atingirem 80% de confluéncia.

Em seguida, removeu-se o meio, lavou-se com Phosphate buffered saline
(PBS) e adicionou-se 2 mL de solucao de tripsina/EDTA 2,5% as garrafas de cultura,
as quais foram incubadas por 3 minutos (L929 e B16F10) e 10 minutos (HaCaT) a
37°C com atmosfera de 5% de CO2. Apos, acrescentou-se 4 mL de meio de cultura
contendo 10% SBF e 1% da solugdo de antibidticos para inativacdo da enzima.
Recolheu-se o meio contendo as células e transferiu para um tubo de centrifugacéo
estéril de 15 mL (OLEN), procedendo a centrifugacdo a 2000 rpm por 5 minutos.
Posteriormente, o sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas
em meio de cultura suplementado com 10% SBF e 1% de antibidtico. As suspensdes
de células foram diluidas 10x diretamente no corante Azul de Trypan 0,4% para a
contagem em camara de Neubauer para iniciar o ensaio de viabilidade celular
(PAIOLLI, F.S., 2010).

4.4.2 Ensaio de viabilidade celular

O ensaio de viabilidade celular foi realizado conforme descrito pelo método
colorimétrico do MTT (MOSSMAN, 1983), com modificacdes. E para a avaliagdo
dos resultados foi procedido conforme protocolo do guia ISO 10993-5 (ISO,2009).
Para a avaliacdo da viabilidade, as células foram transferidas para microplacas de
96 pocos, com densidade celular de 5 x 103 células/poco, fibroblastos (L929) e
células de melanoma murino (B16F10), e de 1 x 10* células/poco, queratindcitos
(HaCaT), e incubadas por 24 h em estufa incubadora umidificada a 37°C com
atmosfera de 5% de CO:2. Posteriormente, removeu-se 0 meio e adicionou-se 100 pL
de meio DMEM ou DMEM/F12 suplementado (10% de SBF e 1% da solugao de
antibiéticos) contendo a amostra BAAcOEt previamente diluida em solucéo de etanol
[abaixo de 1% (v/v)]. As concentracdes variaram entre 6,25-100 pg/mL, as quais
foram obtidas por diluicdo seriada e avaliadas em quadruplicata.

Como controles foram utilizados meio de cultura suplementado (controle
negativo), meio de cultura acrescido do solvente [solugdo de etanol a 1% (v/v)]
(controle do solvente) e meio de cultura contendo dimetilsulféxido (DMSO) na

concentracdo de 5% (controle positivo). As placas foram incubadas por 24 horas
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(L929 e HaCaT) e 48 horas (B16F10) a 37°C com 5% de CO2. Apos esse periodo,
retirou-se 0 meio e adicionou-se uma aliquota de 90 pL de meio DMEM
suplementado acrescido de 10 pL de solugdo de MTT a 0,5 mg/mL, seguido de um
periodo de incubacéo de 2:30 h a 37 °C com 5% de COa.

Apos, o precipitado de formazan, formado pela metabolizacdo do MTT pelas
células metabolicamente viaveis, foi dissolvido em 100 pL de DMSO e a leitura da
absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro (SpectraMax M2, Molecular Devices,
EUA) a 595 nm. O célculo da porcentagem de viabilidade celular para as células
tratadas com diluicbes das amostras foi feito a partir das médias das respectivas
absorbancias, considerando-se o valor médio da absorbancia do grupo controle
negativo como 100% de viabilidade. A comparacao entre as médias dos valores de
viabilidade celular em % e o calculo do IC50, foi realizada por Analise de Variancia
one-way ANOVA, seguido do teste de Tukey com comparacdo multipla dos dados. O

nivel de significancia estatistica foi fixado como sendo p<0,05.

4.5 ENSAIO CLONOGENICO

O ensaio clonogénico foi avaliado, seguindo o protocolo adaptado de
FRANKEN et al (2006). As células de melanoma murino (B16F10) foram transferidas
para placa de 6 pocos, com densidade celular de 3 x 102 células/poco, e incubadas
por 24 h em estufa incubadora umidificada a 37°C com atmosfera de 5% de CO:2 por
24 horas. Em seguida, o meio foi removido e os poc¢os foram lavados com 1 mL de
solucéo de PBS. Adicionou-se o meio de cultura suplementado com 2% de SBF e
contendo o extrato de BAAcCOEt na concentracao 6,25 pg/mL (em triplicata). Apos
tratamento, a placa foi incubada novamente nas mesmas condi¢des por 8 dias.

Findado o periodo de incubag&o, o0 meio com o tratamento foi removido e 0s
pocos foram lavados trés vezes com 1 mL de solucdo de PBS. As células foram
fixadas com metanol PA gelado durante 20 minutos. Apds, a solucdo de fixacao foi
descartada e, novamente, os poc¢os foram lavados com 1 mL de solucdo de PBS.
Posteriormente, as células foram coradas com uma solugédo de Giensa 0,6% por 20
minutos. Em seguida, removeu-se o corante e 0s pog¢os foram lavados com agua

destilada e aguardou-se secar em temperatura ambiente e ao abrigo da luz.
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Por fim, as células foram avaliadas por imagem (fotografia) e quantificadas
por espectrofotometria. Para tanto, adicionou-se 1 mL de solucéo de lauril sulfato de
sédio (LSS) 2% em cada poco e agitou-se por 30 minutos. Ao final desse tempo, a
placa foi lida em espectrofotdmetro Spectramax 190 (Molecular Devices, California,
EUA) no comprimento de onda de 516 nm (o espectro de absorbancia do corante foi
verificado anteriormente em espectrofotometro UV-Vis). Os dados foram tratados
através de analise estatistica utilizando o software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad
Software, Inc). A comparagdo entre as médias dos valores % foi realizada por
Andlise de Variancia one-way ANOVA seguido do teste de Tukey com comparacao

multipla dos dados. O nivel de significancia estatistica foi fixado como sendo p<0,05.
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5. ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica dos resultados obtidos sera utilizada a anélise de
variancia (ANOVA), utilizando o software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software,
Inc). Valores de p menores que 0,05 (p< 0,05) foram considerados estatisticamente
significativos. Todos os experimentos foram realizados em triplicatas e os resultados
apresentados foram expressos em valores médios + erro padrdo da média, exceto
guando devidamente identificado (SOKAL & ROHLF, 1995).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 OBTENCAO DOS EXTRATOS BRUTOS DE Baccharis dracunculifolia

Apébs processo de extragdo por maceracao do material vegetal, foram obtidos
dois extratos brutos, conforme figura 5. Em seguida, os extratos foram submetidos a

analise cromatogréfica.

Figura 5. Extratos de B. dracunculifolia.
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Legenda: A. Extrato de &pice foliar de Bd em acetato de etila (BdAcOEt). B. Extrato de apice foliar de
Bd em etanol (BAEtOH).

Fonte: Elaborado pela propria autora (2019).

A analise cromatografica dos diferentes extratos foi realizada para analisar a
composi¢do quimica destas amostras e o potencial de extracdo dos diferentes
solventes utilizados. Para isso, foi escolhida a técnica de cromatografia liquida de
alta eficiéncia acoplada a detector de arranjo de fotodiodo (HPLC-DAD), que permite
realizar andlises qualitativa e quantitativa de diversas substancias presentes em uma
amostra (SILVA, 2012).

Foi realizada comparacao cromatografica entre dois extratos de apice foliar de
Baccharis dracunculifolia com solventes extratores diferentes, com o objetivo de
avaliar as possiveis diferencas nos perfis quimicos, tendo em vista que estas
diferencas quimicas sao de extrema importancia para as atividades biologicas
avaliadas no presente estudo.
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Analisando o perfil cromatografico de BAEtOH (figura 6) e BAACOEt (figura 7),

bem como a comparacéo entre os dois (Figura 8), é possivel observar similaridade

entre as amostras e pouca diferenca qualitativa entre os dois extratos.

Figura 6. Perfil cromatogréafico BAEtOH.
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Fonte: Elaborado pela propria autora (2019).

Figura 7. Perfil cromatogréafico BAACOET.
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Fonte: Elaborado pela propria autora (2019).
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Figura 8. Comparacéao entre os perfis BAACOET x BAEtOH
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Legenda: Perfil em azul- BAACOEt; perfil em preto — BAEtOH.

Fonte: Elaborado pela prépria autora (2019).

Park e colaboradores (2004), realizaram um estudo comparativo de
identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos em extratos etandlicos de
prépolis verde, folhas e brotos de Bd. Ap6s analise por CLAE, observaram a
similaridade qualitativa nos perfis cromatograficos da propolis verde e das partes
aéreas de Bd, bem como a seletividade do etanol para extrair flavonoides e outros
compostos fendlicos.

Além disso, os autores observaram que 0s constituintes quimicos se
expressam em maior quantidade no botéo foliar quando comparado as folhas, o que
justifica a andlise apenas do &pice foliar realizada no presente estudo (Park e
colaboradores (2004).

Outros estudos da literatura verificaram a influéncia do etanol no processo de
extracdo de flavonoides e outros compostos fendlicos nas partes aéreas de Bd.
Segundo os autores, o etanol em comparacdo com outros solventes (agua,
acetonitrila, CO2 supercritico etc.), apresentou maior concentragdo de compostos
fendlicos, dentre eles: quercetina, catequina, epigalocatequina e rutina (MARTINEZ-
CORREA, et al., 2012; PARK, et al., 2004; CASAGRANDE et al., 2018). Além disso,
também é relatado a identificacdo de acidos hidroxicinamicos, que sao responsaveis
pelas atividades biologicas da planta, como o acido p-cumarico; acido cafeico;
artepilin C e 4cido ferulico (GUIMARAES, et al., 2012; BACHIEGA, et al., 2013).
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Além disso, pode-se inferir que o pico 7 (59,155 min) refere-se ao artepilin C,
uma vez que em trabalhos anteriores do grupo NIPPAN, essa substancia foi isolada
e identificada utilizando o mesmo método do presente trabalho, sendo observado o
pico no mesmo tempo de retengao (RIANI, 2017).

O artepilin C, é uma das substancias de maior importancia nessa espécie
vegetal, devido as inUmeras atividades biolégicas assosicadas a ela, como por
exemplo,atividade antioxidante, antitumoral entre outras atividades bioldgicas ja
descritas (TSURUTA, et al.,2022; RIANI, 2017; FERREIRA, et al.,2023).

Considerando a comparacdo entre os perfis dos dois extratos (Figura 8), &
notoria a similaridade entre ambos, e a presenca das mesmas substancias em
ambos. No entanto, sugere-se que o AcOEt teve uma capacidade extrativa melhor
para o artepillin C que o EtOH, pois o0 pico referente a este composto se apresentou
mais intenso no cromatograma do extrato BAACOEt.

Estudos posteriores do nosso grupo de pesquisa, avaliou o potencial
fotoprotetor e antioxidante de ambos os extratos (DE OLIVEIRA, 2019) Apos
avaliacdo, foi observado que o extrato em AcOEt demonstrou maior potencial
antioxidante e elevado potencial fotoprotetor na regido UVA e UVB, quando
comparado ao extrato etandlico. Por essa razdo, o extrato BAAcOEt foi escolhido
para dar continuidade nos estudos (DE OLIVEIRA, 2019).

Neste sentido e, considerando os resultados bioldgicos obtidos com os
extratos, foi realizada a identificacdo e quantificacdo do artepilin C no extrato
BAACOEt.

6.2 IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DE ARTEPILIN C

O extrato de BAACOEt, escolhido para dar continuidade ao trabalho, foi
analisado por HPLC-DAD e gerou um perfil cromatografico com sinal intenso no
tempo de retencao de 58 min (Figura 10A). Este pico foi identificado como artepillin
C em comparagdo com um padrao auténtico anteriormente obtido no nosso
laboratorio (RIANI, 2017) (Figura 10B). Posteriormente, foi realizado uma analise no
método adaptado de Nobushi HPLC-DAD para quantificacdo de artepillin C no
extrato. A curva analitica do artepillin C foi obtida, e a equagéo linear representativa

foi y = 153518x — 440,33 (r2 = 0,9986), que mostrou boas relacdes lineares entre as
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areas e concentracfes dos picos e uma concentracdo de artepilin C de 1,198

pg/mL.

Figura 9: Estrutura quimica, espectro UV e perfil cromatogréafico em HPLC de

BdACOEt (A) e artepillin C (B).
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Os resultados obtidos estdo de acordo com estudos fitoquimicos anteriores de

apices foliares de B. dracunculifolia, que relataram como principais compostos

derivados do acido p-cumarico, principalmente artepilin C (PARK, et al.,2004;
FONSECA, 2020; CISILOTTO, et al., 2018; NOR, et al.,2021).

Visto que o artepilin C é a substancia de maior interesse, é importante realizar

essa quantificacdo para verificar se a mesma € o composto majoritario no extrato. E

possivel verificar também, se o0 método de extracdo e 0 solvente extrator utilizado

foram seletivos para a classe de substancias que ele pertence.
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6.3 ANALISE CROMATOGRAFICA DO EXTRATO DE B. dracunculifolia EM CLUE-
EM-QTOF E ANOTACAO DE METABOLITOS

Por meio da analise em CLUE-EM-QTOF do extrato do apice foliar de B.
dracunculifolia, foi possivel obter um perfil quimico e anotar alguns flavonéides e
acidos fenolicos, os quais foram previamente descritos para esta espécie (Tabela 1,
Figura S1) (JUNIOR, et al., 2008; VEIGA, et al., 2017; ZHANG, et al., 2017; COSTA,
et al., 2018). Na analise, as substancias 1 (de m/z 163,0408 [M-H] e tempo de
retencdo de 4,6 min) e 10 (m/z 179,0370 [M-H] e tempo de retencao de 9,0 min),
exibiram em seus espectros MS? os ions fragmentos que correspondem a uma
perda neutra de 44 Da (CO2) (Tabela 1, Figuras S2-S3), caracteristico das
substancias acido cumarico e acido cafeico, respectivamente (LI, et al., 2003;
SINOSAKI, et al., 2020). Para o composto 12 (m/z 299,1690 [M-H] e tempo de
retencdo de 10,4 min), foram observados ions fragmentos no espectro MS/MS de
m/z 255,1819 [M-H-COz]" e m/z 200,1261 [M-H] (Tabela 1 , Figura S4)
caracteristicos do artepilin C (Sun et al., 2019).

O espectro MS? do composto 2 (m/z 353,0879 [M-H]) mostrou ions
fragmentos de m/z 191,0642, m/z 179,0435 e m/z 135,0511 (Tabela 1, Figura S5),
correspondendo as perdas neutras de porcdo cafeoil, porcdo quinica e COzg,
respectivamente, sendo anotado como acido 3-O-cafeoilquinico (CHANSRINIYOM,
et al., 2021). Esses mesmos ions fragmentos foram observados no espectro MS? do
composto 4 (m/z 353,0852 [M-H]), o qual também mostrou um ion de m/z 173,0476
(Tabela 1, Figura S6), indicando perdas neutras da porcao cafeoila e H:20,
caracteristicas do acido 4-O-cafeoilquinico (CHANSRINIYOM,C. et al., 2021).

Além disso, ions fragmentados tipicos para &cidos dicafeoilquinicos,
correspondendo a perdas neutras de duas porc¢des cafeoil e uma por¢ao quinica,
foram observados nos espectros MS? dos compostos 3 (m/z 515,1278 [M-H]) e 5
(m/z 515,1192 M-HJ])(Tabela 1, Figuras S7-S8), sugerindo a presenca de acido 3,4-
dicafeoilquinico e éacido 4,5-dicafeoilquinico, respectivamente (MAGANA, et al.,
2021).

Além disso, alguns flavonoides também foram anotados. Os espectros MS?
dos compostos 6 (m/z 301,0757 M-H]), 7 (m/z 329,0691 M-HJ), 9 (m/z 299,0553 M-
H]) e 11 (m/z 283,0609 M-H]) (Tabela 1, Figuras SS9 -S12) apresentaram perdas

de 15 Da (-CHs), caracteristicas de O-metil flavonoides e ions fragmentos que
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podem corresponder a aromadendrina 4-metil éter, betuletol, kaempferida e
acacetina, respectivamente (ZHANG, et al., 2017; COSTA, et al., 2018; YIN, et al.,
2019).

J& no espectro MS? do composto 8 (de m/z 285,0789 M-H]) (Tabela 1, Figura
S13), foram observados os ions fragmentos de m/z 268,0420 e m/z 243,0653 podem
corresponder a perdas neutras de 17 Da (-OH) e 42 Da (-C2H20). Esses ions
fragmentos séo tipicos, em MS/MS, do kaempferol (MARCH, et al., 2004).

Figura 10. Estruturas quimicas dos compostos anotados.
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(12) ArtepilinC

Legenda: As estruturas quimicas estdo numeradas de 1-12 conforme a disposi¢cao dos compostos

anotados na tabela 1.
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Tabela 1. Dados CLUE-MS/MS de compostos anotados no extrato BAACOEt (espectros MS/MS nas figuras suplementares S2-

S13).
[M-H]- . RDB MS/MS (MS?)
N° do Composto R.t Formula Composto proposto Referéncias
(min) (m/z) molecular
6.5 119.0508 Acido cumarico Li et al., 2003;
1 4.6 163.0408 CoHsOs3 Sinosaki et al., 2020
8.5 191.0642; ‘. -
2 56  353.0879 Ci6H1800 179.0435: a0 80 Chansrinyom etal.
135.0511 g
14.5 353.1017;
335.0883; Acido 3,4- ~
3 5.6 515.1278 C25H24012 191.0642: dicafeoilquinico Maganha et al., 2021
179.0435
8.5 191.0586;
179.0380; Acido 4-O- Chansriniyom et al.,
4 58 3530852 C16H1600 173.0476: cafeoilquinico 2021
135.0464
14.5 353.0902;
191.0586; Acido 4,5- -
5 5.8 515.1192 C25H24012 179.0380: dicafeoilquinico Magaha et al., 2021
173.0476
6 74 301.0757 C16H1406 105 286.0644; Aromadendrina-4- - 0 et al., 2017;
151.0145 metil éter |
Costa et al., 2018;
7 7.9 329.0691 C17H140- 11.5 299.1650; Betuletol Yin et al., 2019)
271.1741,
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241.1577

8.7

285.0789

C15H100s6

11.5

268.0420;
243.0653;
211.0419;
164.0118;
151.0043;
136.0186;
119.0508;
108.0233

Kampferol

March et al., 2004

8.9

299.0553

C16H1206

11.5

284.0328;
283.0230

Kampferide

10

9.0

179.0370

CoHgOa4

6.5

135.0464

Acido cafeico Li et al., 2003;

Sinosaki et al., 2020

11

9.3

283.0609

C16H120s

11.5

268.0386;
151.0043

Acacetina

Sun et al., 2019

12

10.4

299.1690

C19H2403

8.5

255.1819;
200.1261

Artepilin C

Legenda: Rt tempo de retencao; [M-H]" (m/z): relacdo massa carga; RDB: Rings and Double Bond Equivalents; EM/EM
(EM?):espectrometria de massas em tandem.
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6.4 AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR

A avaliagdo da viabilidade celular foi realizada com a linhagem de células de
fibroblastos murinos (L929), queratinécitos murinos (HaCaT) e melanomas murinos
(B16F10), tratadas com solucdes de diferentes concentracdes (100 — 6,25 pg/mL) do
extrato BAAcCOEt. Os resultados, ap6s 24 h de tratamento, para a linhagem de

fibroblasto estdo expressos no grafico 1.

Gréfico 1. Viabilidade celular de fibroblastos murinos (L929) expostos a tratamento
com extrato de BAACOEt - 24 h.
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Legenda: Viabilidade celular da linhagem de fibroblastos murinos L929 apds tratamento com extrato
de BAACOEt por 24 horas. Os resultados foram expressos em porcentagem de viabilidade celular em
relagdo ao grupo controle. Dados apresentados por média + desvio padrdo. O asterisco indica
significAncia estatistica, comparando o CN com as concentracdes de extrato testadas (***p < 0,05); a
barra indica a significancia estatistica, comparando o CS com as concentra¢des testadas (***p < 0,05;
**p < 0,05; *p < 0,05) (One — Way ANOVA, seguido do teste de Tukey com comparacao mdultipla dos

dados) C.S: controle do solvente, CP: controle positivo.

De acordo com a ISSO 10993-5 (2009), uma amostra teste possui alto
potencial citotoxico para a célula quando apresenta viabilidade celular menor que
70%. Dessa forma, é possivel observar no grafico 1 que todas as médias das
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concentracfes testadas se apresentaram diferentes estatisticamente (p<0,05) em
comparacdo com o controle negativo. Porém, apenas a concentracdo de 6,25 ug
mL! ndo apresentou diferenca significativa, e apresentou viabilidade celular de
87,5%. As concentracdes, de 12,5 e 25 ug mL*? apesentaram viabilidade celular
significativa (72,3% e 80,0 % respectivamente). Por outro lado, a viabilidade celular
da linhagem de queratinécitos (HaCaT), em um periodo de incubacdo de 24 horas
(gréfico 2), se mostrou semelhante ao perfil demonstrado pela L929 para as

menores concentragdes.

Gréfico 2. Viabilidade celular de queratinécitos (HaCaT) expostos a tratamento com
extrato de BAAcOEt - 24 h.
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Legenda: Viabilidade celular da linhagem de queratindcitos murinos (HaCaT) apds tratamento com extrato de
BdACOEt por 24 horas. Os resultados foram expressos em porcentagem de viabilidade celular em relagdo ao
grupo controle. Dados apresentados por média + desvio padrdo. O asterisco indica significancia estatistica,
comparando o CN com as concentracdes de extrato testadas (***p < 0,05); a barra indica a significancia
estatistica, comparando o CS com as concentragfes testadas (***p < 0,05) (One — Way ANOVA, seguido do

teste de Tukey com comparacgdo miltipla dos dados) C.S: controle do solvente, CP: controle positivo.

Diferente dos fibroblastos, para os queratindcitos a maior concentracdo do
extrato (100 pg mLt) apresentou viabilidade celular um pouco acima de 73,3%.

Nenhuma concentracdo avaliada apresentou resultado abaixo dessa porcentagem
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de 70%. Além disso, 0 extrato aparentemente, demonstrou propriedade nutritivas as
células, o que pode ser observado na porcentagem crescente da viabilidade celular
nas menores concentracdes testadas ultrapassando 90% (102,6%;107,7%;108,9% -
respectivamente correspondentes as concentracdes de 25,12,5 e 6,125 pug mL™1).
Contudo, para a linhagem de melanoma murino (B16F10) (grafico 3), o
resultado foi um pouco diferente. Todas as concentracfes avaliadas do extrato
reduziram significativamente a viabilidade de melanoma murinos em comparacgéo ao
controle negativo, indicando toxicidade as células viaveis, com excecdo da

concentracdo em 6,25 pg mL? (85,6%).

Grafico 3. Viabilidade celular de melanoma murinos (B16F10) expostos a tratamento
com extrato de BAAcCOEt - 48 h.
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Legenda: Viabilidade celular da linhagem de melanomas murinos (B16F10) apo6s tratamento com extrato de
BdACOEt por 48 horas. Os resultados foram expressos em porcentagem de viabilidade celular em relagdo ao
grupo controle. Dados apresentados por média + desvio padrdo. O asterisco indica significancia estatistica,
comparando o CN com as concentracdes de extrato testadas (***p < 0,05); a barra indica a significancia
estatistica, comparando o CS com as concentragdes testadas (***p < 0,05; **p < 0,05) (One — Way ANOVA,
seguido do teste de Tukey com comparagdo multipla dos dados) C.S: controle do solvente, CP: controle positivo.
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Assim, em relacdo a porcentagem de viabilidade celular, a concentracdo em
6,25 ug mL* do extrato foi a Gnica com viabilidade acima de 70% (85,4%), sugerindo
que o extrato possui propriedade nutritivas as células e ndo apresenta potencial de
toxicidade. Por essa razao, esta foi a concentracdo escolhida para dar continuidade
nos estudos e realizar o ensaio de clonogenicidade.

Rodrigues (2021), comprovou a atividade antiproliferativa, através do ensaio
clonogénico, de compostos complexos de ruténio e derivados do acido cinamico,
testados com células de melanoma humano. Visto que o cancer de pele possui
elevada incidéncia no Brasil e no mundo, a investigacdo de novos ativos que sejam
capazes de diminuir e/ou inibir o crescimento das células cancerigenas € de extrema

importancia.

6.5 ENSAIO CLONOGENICO

O ensaio clonogénico avalia a capacidade de uma Unica célula tumoral formar
colbnias (clones), estimando seu potencial ilimitado de divisdo, estabelecendo uma
relacdo entre a dose do tratamento e a fracdo de células que mantem sua
capacidade reprodutiva (FRANKEN, N.A.P. et al., 2006). A avaliacdo da proliferacdo
celular, pelo ensaio de clonogenicidade, € observada a partir da formacgédo ou nao de
colénias, e se o ativo em estudo € capaz de inibir a formacdo dessas col6nias. No
presente estudo, foi investigado a capacidade do extrato de BAAcOEt de inibir a
formacao de colénia de melanoma murinos (B16F10) apds 8 dias de incubacao. Na
figura 11, observamos a formacédo de colénias apds o tratamento com o controle

negativo (CN) e o controle do solvente (CS).
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Figura 11. Formacéo de colbnias de melanoma murinos (B16F10) apds 8 dias de
tratamento com CN: Controle negativo; CS: controle do solvente.

CN

CS

Fonte: Elaborada pelo préprio autor, 2023.

Como observado na Figura 12, em ambas as amostras, € possivel identificar
um crescimento demasiado de col6nias demonstrando que nenhum dos dois
tratamentos interfere no crescimento das células. Por outro lado, ap6s o tratamento
com o extrato de BAAcCOEt, no periodo de incubacédo de 8 dias, foi possivel obervar
visualmente, diminuic&o significativa no crescimento das coldnias (Figura 12). Desta
forma, o percentual de colbnias formadas e observadas foi consideravelmente menor
em comparacao ao CN e ao CS, comprovando que o extrato BAAcOEt foi ativo em

inibir a formacao de colbnias (Figura 12).

Figura 12. Formacéao de coldénias melanoma murinos (B16F10) apés 8 dias de
tratamento com extrato de BAACOEt.

Elaborado pelo proprio autor, 2023.
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Por outro lado, o crescimento das coloénias no CN e no CS foi intensa, 0 que
dificultou a contagem manual das mesmas. Por essa razao, foi realizada a diluicéo
das coldnias com Lauril Sulfato de Sodio (LSS), e posterior quantificacdo com a

leitura em espectrofotdmetro (figura 13 e 14).

Figura 13: Diluicdo das colbnias utilizando LSS. CN: controle negativo, CS: controle
do solvente.

CN

CS

Fonte: Elaborada pelo préprio autor, 2023.

Figura 14. Diluicdo das coldnias formadas apds tratamento com extrato de
BdACOEt, utilizando Lauril sulfato de sédio (LSS).

]

o

Fonte: Elaborada pelo proprio autor, 2023.
Apbs a diluicdo das colbnias, foi feita a leitura da placa contendo o tratamento

com o extrato no comprimento de onda de 516 nm, e em seguida foi feito a
quantificacdo do percentual de inibicéo.
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A atividade antiproliferativa do extrato frente as células de melanoma murino
B16F10 pode ser justificada pela composi¢cdo quimica do extrato BAAcOEt, o qual é
rico em compostos fendlicos. E descrito na literatura o potencial antiproliferativo do
acido cinamico, um fendlico encontrado em diversas espécies vegetais, frente a
linhagem de melanoma humano (HT-144, CHL-1, SK-MAL-147) (RODRIGUES,
,2021). Ha relatos na literatura também, da atividade antiproliferativa de outros
compostos isolados presentes em extratos de Baccharis dracunculifolia, como por
exemplo: isosacuranetina (DRIRA, 2015); acacetina (SINGH, et al, 2020), artepilin C
(SHAHINOZZAMAN, et al, 2020), acido cumarico (SHAHINOZZAMAN, et al, 2020),
acido cinamico (Vale, 2022).A esses compostos, também € associada a atividade
antioxidante, antimicrobiana, imunomoduladora, neuroprotetora, antiinflamatoria (DE
OLIVEIRA, et al, 2014).

Sendo assim, 0os compostos anotados na caracterizacdo quimica do extrato
do presente estudo, justificam o potencial antiproliferativo encontrado no ensaio

clonogénico.

Gréfico 4. % de absorbancia dos poc¢os corados com Giensa pelo ensaio de
clonogenicidade (proliferacdo) em linhagem de melanoma murino (B16F10) apd6s

incubacéo por 8 dias com extrato de BAAcCOEt.

Ensaio Clonogénico B16F10 (516 nm)
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Legenda: Os resultados foram expressos em porcentagem de viabilidade celular em relacdo ao grupo controle.

Dados apresentados por média + desvio padrdo; o asterisco indica a significAncia estatistica da amostra
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comparada com o controle negativo (***p < 0,05). A barra indica a significancia estatistica da amostra com o
controle do solvente (**p < 0,05). (One — Way ANOVA, seguido do teste de Tukey com comparagdo multipla dos

dados) C.N: controle negativo, CS: controle do solvente.

No grafico 4, observamos o resultado expresso em % de absorbancia do
ensaio clonogénico. No ensaio, foi avaliado o numero de células viaveis dentro de
cada poco apds o tratamento com o CN, CS e o extrato BAAcOEt.

O controle negativo (DSMO) é o parametro para verificar que houve nenhuma
inibicdo celular, ou seja, as células se mantém viaveis durante o periodo de
tratamento e, em consequéncia, a formacao de col6nias foi continua. O controle do
solvente (etanol 1%), deve se apresentar de forma semelhante ao controle negativo
(como observado no grafico 4). Os resultados mostram que, ap0s a andlise
estatistica, ambas as amostras CN e CS ndo apresentam diferenca estatistica
significativa entre si, com as células apresentando 100% de viabilidade. Por outro
lado, o tratamento com o extrato BAACOEt apresentou percentual médio de reducao
de 33,75%, comprovando que o extrato BAACOEt foi ativo inibindo a formacéo de
colénias e, consequentemente, deixando o0 percentual de células viaveis
consideravelmente menor que o CN e o CS.

Estudo semelhante desenvolvido por De Oliveira, et. al (2014) evidenciou um
resultado similar comparando extrato de prépolis verde, extrato de Baccharis
dracunculifolia e as substancias isoladas bacarina e artepilin C. Os autores
realizaram o tratamento com diferentes células cancerigenas objetivando avaliar o
potencial antiproliferativo das substancias em estudo. Dentre as células estudas, os
melanoma murinos (B16F10), sob tratamento do extrato de Baccharis dracunculifolia
na mesma concentracéo utilizada no presente estudo (6,25 ug mL1), apresentou um
ICs0 e um indice de seletividade significativo (127,8+7,6; 1,6). Além disso, os autores
também avaliaram os compostos isolados bacarina e artepilin C, constituintes de
maior concentragdo presentes no extrato. De igual forma, estas substancias
apresentaram indices de seletividade e ICso, significativos, demonstrando que o
extrato e o0s compostos isolados possuem potencial antiproliferativo frente a
melanoma, corroborando os resultados encontrados no presente estudo.

Portanto, é possivel inferir que os extratos vegetais cuja composi¢cao quimica
€ rica em compostos fendlicos possui potencial significativo para a reducdo de

células cancerigenas, sobretudo de melanoma murinos, o que pode indicar atividade
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semelhante para células de melanoma humano. No entanto, € necessario avancar
nas investigacoes, principalmente no que tange ao desenvolvimento de um novo

farmaco contendo essas substancias isoladas.
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7 CONCLUSAO

A andlise do extrato em acetato de etila por CLUE-EM-QTOF permitiu a
anotacdo de 12 compostos, os quais ja foram identificados anteriormente na
espécie, como o acido cumérico, o artepilin C, a acacetina, o kaempferol e o acido
cafeico. A quantificacdo de artepilin C neste extrato apresentou concentracdo de 1,2
pg/mL.

Com relacdo as atividades antiproliferativas, o extrato em acetato de etila de
B. dracunculifolia apresenta baixa toxicidade nas células viaveis das linhagens
celulares de fibroblastos murinos (L929), queratinécitos (HaCaT) e melanoma
(B1610F). Além disso, este extrato foi capaz de inibir a formacé&o de colbnias frente a
linhagem celular BL6F10, demonstrando atividade antiproliferativa promissora.

Por fim, este estudo demonstrou que o extrato de apice foliar em acetato de
etila de Bd, similar a prépolis verde, possui potencial acdo antiproliferativa e abrem
perspectivas para a exploracdo desta espécie para o desenvolvimento de insumos
ativos em preparacdes para melanoma.

Contudo, estudos adicionais sdo necessarios para aprofundar a compreensao

dos mecanismos de acéo e do potencial de utilizacdo clinica.
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ANEXO

Figura S1. UPLC-HR-MS/MS cromatograma em modo de ionizacdo negativa do extrato do apice da folha de B. dracunculifolia.
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Figura S2. MS? espectro do acido cumarico (1).

Acido Cumarico

EAFB_neg_20220310_nr1 1178 {4.636) Cm (1150:1193) 2: TOF MS ES-
100~ 119.0508 4.13e6

- 44 Da (-CO,)

120.0557




Figura S4. MS? espectro do artepilin C (12).
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Figura S3. MS? espectro do acido cafeico (10)
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Figura S5. MS? espectro do 3-O- 4cido cafeoilquinico (2)
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Figura S6. MS? espectro do 4-O- 4cido cafeoilquinico (4).
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Figura S7. MS2 espectro do 3,4- Acido dicafeoilquinico (3).
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Figura S8. MS2 espectro do 4,5-Acido dicafeoilquinico (5).
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Figura S9. MS? espectro da aromadendrina 4-metil éter (6).
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Figura S10. MS? espectro do betuletol (7).
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Figure S11. MS? espectro do kampiferide (9).
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Figura S12. MS? espectro da acacetina (11).
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Figura S13. MS? espectro do kampeferol (8).
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