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RESUMO

As plantas Artemisia absinthium e Artemisia vulgaris sdo conhecidas popularmente
como losna e artemisia, respectivamente. Estas espécies pertencem a familia
botanica Asteraceae e sao conhecidas e comercializadas no mundo todo pelas suas
propriedades medicinais. A parte aérea destas plantas € usada na medicina popular
na preparacdo de chas, sob a forma de infusdo, os quais sdo indicados no
tratamento de inumeras doencas. Neste trabalho, o cha preparado da forma
tradicional e os polissacarideos obtidos por precipitacdo etandlica das infusdes das
plantas foram caracterizados quimicamente e avaliados quanto a seus efeitos sobre
células de leucemia humana (THP-1). Com relacdo a espécie A. absinthium, foram
obtidos polissacarideos por precipitacdo etandlica da infusdo da parte aérea da
planta. Apés diversos processos de purificacdo, foi isolada uma arabinogalactana-
proteina (AGP), a qual foi confirmada por analises quimicas e espectroscépicas.
Este polissacarideo apresentou massa molar de 84.160 g/mol e é constituido por
Rha, Ara, Man, Gal, Glc, GIcA e Xyl na proporcéo de 2,8: 4,1: 1,9:9,3: 3,8: 2,1: 1. O
extrato liofilizado obtido da infusdo da parte aérea de A. absinthium apresentou 9,2%
carboidratos, 2,7% de proteinas e 3,7% de fendlicos. Esta infusdo é constituida
predominantemente por compostos de baixa massa molar como verificado pelo alto
tempo de eluicdo das amostras por cromatografia de exclusdo estérica de alta
performance (HPSEC). Também foi obtida uma fracdo polissacaridica da infuséo de
A. vulgaris, a qual é composta majoritariamente (85%) por inulina, um carboidrato de
reserva constituido por unidades de frutose ligadas (2—1). A infus@o de A. vulgaris,
a qual apresentou 40% de carboidratos totais, também apresentava inulina como
composto majoritério. Estes dados foram confirmados por espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear (RMN), cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) e por cromatografia em camada delgada (TLC). Além dos carboidratos, a
infusdo de A. vulgaris também apresentou 9,8% de fendlicos e 2,9% de proteinas.
As fracOes polissacaridicas brutas de A. absinthium e A. vulgaris, assim como a AGP
e as infusbes das duas plantas foram utilizadas nos ensaios biolégicos in vitro sobre
as células THP-1. Todos os extratos testados foram capazes de induzir a
diferenciacéo terminal dessas células, como verificado pela mudanca na morfologia
celular e adesdo destas células a placa. Além disso, as infusbes das espécies A.
absinthium e A. vulgaris na concentracdo de 500 pg/ml também inibiram a
proliferacdo das células leucémicas em 42,6% e 46,0%, respectivamente, apds 120
horas de tratamento. A fracdo polissacaridica bruta de A. absinthium também foi
capaz de reduzir a proliferacdo das células THP-1 em 18,7%, ap6s 120 horas de
tratamento, na maior concentragéo testada (500 pg/ml). A infusdo de A. vulgaris, que
apresentou os melhores resultados sobre a proliferacdo celular, também afetou o
ciclo celular da linhagem THP-1, induzindo parada das células na fase G2/M do
ciclo, além de aumentar a porcentagem de células na fase sub-G1, o que representa
indicio de apoptose. Baseados nos dados in vitro com as células THP-1, sugere-se
gue as infusbes de A. absinthium e A. vulgaris podem auxiliar no tratamento de
leucemias, em especial na leucemia miel6ide aguda.



ABSTRACT

Artemisia absinthium and Artemisia vulgaris are plants known as “losna” and
“artemisia”, respectively. These species belong to Asteraceae family and they are
known and marketed throughout the world for its medicinal properties. The aerial
parts are used in traditional medicine as tea (infusion), which is used to treat several
diseases. In this study, the tea prepared according to the traditional way and the
polysaccharides isolated from tea were chemically characterized and their effects on
human THP-1 monocytic leukemia cell line were assayed. The crude polysaccharide
fraction obtained from A. absinthium infusion was submitted to several purification
steps to afford a fraction named API-F1. Chemical and spectroscopic analysis
showed that this fraction is composed of arabinogalactan-protein, with 84,160 g/mol
of molecular weight and complex structure. This fraction consisted of Rha, Ara, Man,
Gal, Glc, GIcA and Xyl in a 2.8: 4.1: 1.9: 9.3: 3.8: 2,1: 1 molar ratio. Polysaccharides
from A. vulgaris infusion are composed mainly of inulin, a storage carbohydrate
constituted by B-fructose (1—2)-linked. The A. vulgaris infusion, which is composed
of 40% of carbohydrates, also showed inulin as main compound. These data were
confirmed by nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR), high-performance
liquid chromatography (HPLC) and thin layer chromatography (TLC). In addition to
the carbohydrates, the infusion of A. wvulgaris is composed for 9.8% phenolic
compounds and 2.9% of proteins. The infusion of aerial parts from A. absinthium
contained 9.2% of carbohydrates, 3.7% phenolic compounds and 2.7% protein. Both
A. absinthium and A. vulgaris infusions are composed mainly of low molar mass
compounds as shown by their elution profile obtained by high pressure size exclusion
chromatography (HPSEC).The effects of the infusions of A. absinthium and A.
vulgaris, the crude polysaccharides and the pure polysaccharide API-F1 were
evaluated on THP-1 cell line. All extracts were able to induce terminal differentiation
of THP-1 into macrophage-like cells. The differentiation was associated with
alteration in cell morphology and increased adherence to tissue culture plastic.
Furthermore, the A. vulgaris and A. absinthium infusions at 500 pg/ml inhibited the
proliferation of THP-1 cells in 46.0% e 42.6%, respectively. This maximum inhibiting
rate was achieved 120h after treatment. The crude polysaccharide of A. absinthium
(500 pg/ml) was able to reduce in 18,7% the proliferation of THP-1 cells, at 120h.
The A. vulgaris infusion, which provided the best results on cell proliferation, caused
cell arrest in G2/M phase of cell cycle and induced apoptosis, as shown by the
increased sub-G1 hypodiploid cell population. Results obtained from in vitro assays
with THP-1 cells suggest that A. absinthium and A. vulgaris infusions can contribute
to treatment of leukemia, particularly acute myelogenous leukemia.
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THP-1d - Células THP-1 diferenciadas com éster de forbol (PMA)

TNF-a - Fator de necrose tumoral-alfa

uv - Ultravioleta

\ - Infuséo da parte aérea de A. vulgaris

VPI - Polissacarideo bruto obtida por infusdo da parte aérea de A. vulgaris
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1 INTRODUCAO

O tratamento medicinal baseado no uso de plantas € conhecido como
fitomedicina (TANG; HALLIWELL, 2010). Estima-se que a medicina nao-
convencional, a qual abrange uma série de terapias alternativas, incluindo a
fitomedicina, seja utilizada por cerca de 70-80% da populacdo mundial (BYARD,
2010).

As plantas Artemisia absinthium e Artemisia vulgaris pertencem a familia
botanica Asteraceae e sdo conhecidas pelas suas propriedades medicinais.
Artemisia absinthium, conhecida popularmente como losna, € usada como agente
antipirético, antisséptico, anti-helmintico, ténico, diurético e para o tratamento de
dores no estdbmago (KORDALI et al., 2005). Artemisia vulgaris, conhecida no Brasil
por artemisia, € indicada como diurético, antipirético, estimulante de apetite, ténico,
para o tratamento de doencas renais, além de atuar como hipoglicemiante
(FOSTER; DUKE, 1999). Algumas das propriedades medicinais atribuidas a estas
espécies ja foram comprovadas cientificamente (TARIQ et al., 2009; GILANI et al.,
2005). Grande parte destes estudos associa as atividades biolégicas das ervas a
compostos presentes no 6leo essencial ou a outros metabdlitos secundarios das
folhas destas espécies, no entanto, a participacdo dos polissacarideos presentes no
cha ainda nédo foi investigada. Polissacarideos extraidos de outras espécies do
mesmo género Artemisia, como A. tripartita e A. princeps, apresentaram propriedade
de ativacdo de macrofagos (XIE et al., 2008) e acdo moduladora sobre o sistema
complemento (ZHAO; KIYOHARA; YAMADA, 1994), respectivamente.

Polissacarideos extraidos de diversas fontes tém atraido grande atencéo por
atuarem como modificadores da resposta biologica (SHIN et al., 2002), em especial
agueles extraidos de plantas ja exibiram inimeras propriedades terapéuticas, como
acdo antitumoral (XU et al., 2011) e cicatrizante (LEUNG et al., 2006). Além disso,
estas moléculas apresentam baixa toxicidade celular (SCHEPETKIN; QUINN, 2006).

As leucemias, originadas pela transformacdo maligna de precursores
hematopoiéticos, sdo caracterizadas por proliferacdo descontrolada de células sem
diferenciacdo. Os tratamentos atuais para a leucemia sdo a quimioterapia, uso de
indutores da diferenciacao e transplante de medula 6ssea (WU; LEE, 2011). Devido

aos graves efeitos colaterais provocados pela maioria das quimioterapias, o estudo
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de terapias alternativas, como a fitomedicina, torna-se cada vez mais importante
como auxiliar no tratamento do cancer.

Estudos mostram que compostos isolados de plantas sdo potencialmente
capazes de auxiliar no tratamento de leucemias, em especial da leucemia
monocitica aguda, um subtipo de leucemia mieldide. Estes agentes podem agir
diretamente nas células leucémicas, apresentando um efeito antiproliferativo ou
citotoxico (BANDERALI et al.,, 2011), ou ainda atuando como um indutor da
diferenciacdo terminal dos mondécitos, cessando a proliferacdo celular (WU; LEE,
2011). Estes compostos também podem atuar indiretamente, estimulando a
producao de citocinas (TNF-a, IFN-y, IL-1B) por células do sistema imune, as quais
por sua vez, podem induzir a diferenciacdo terminal das células leucémicas
imaturas. Outra abordagem como terapia auxiliar no tratamento do céncer é a
ativacdo de macréfagos, os quais sdo capazes de reconhecer e eliminar células
tumorais (KLIMP et al., 2002).

Artemisia absinthium e Artemisia vulgaris sdo consumidas popularmente
como chéa, o qual é preparado com a parte aérea da erva, principalmente sob a
forma de infusdo. Algumas espécies do género Artemisia jA apresentam atividade
antiproliferativa sobre alguns tipos de cancer (RETHY et al., 2007; NAWAB et al.,
2011) o que motivou a escolha destas plantas para este trabalho. Apés ampla
revisdo bibliografica, ndo foi encontrado na literatura nenhum estudo sobre a
composi¢do polissacaridica da parte aérea de A. absinthium e A. vulgaris, portanto
este trabalho visou isolar e caracterizar polissacarideos obtidos por infusdo da parte
aérea destas espécies e verificar a acdo antiproliferativa destes sobre células de
leucemia humana THP-1, comparando ao efeito das infusGes das ervas preparadas

da forma tradicional.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PLANTAS MEDICINAIS

A medicina alternativa conhecida também por medicina complementar
compreende a soma de conhecimentos, habilidades e préaticas baseadas em teorias,
crencgas e experiéncias de diferentes culturas, que sédo usadas para manter a saude,
prevenir doencas ou tratar desordens fisicas e mentais. A fitomedicina é uma forma
de medicina alternativa, a qual abrange além das ervas medicinais, preparacoes e
produtos originados de plantas (OMS, 2008).

Nas lltimas décadas, o interesse por terapias alternativas e pelo uso das
plantas medicinais vem crescendo significativamente. Desde a Declaracao de Alma-
Ata, assinada na Conferéncia Internacional sobre Cuidados Primarios de Saude em
1978, a Organizagdo Mundial da Saude tem enfatizado a necessidade de valorizar a
utilizacdo de plantas medicinais no ambito sanitario, tendo em conta que 80% da
populacdo mundial depende destes produtos no que se refere a atencéo primaria de
satde (MINISTERIO DA SAUDE, 2005).

O Brasil possui inUmeras vantagens e oportunidades para o desenvolvimento
dessa terapéutica, podendo citar: (a) a maior diversidade vegetal do mundo; (b)
ampla sociodiversidade; (c) uso de plantas medicinais vinculado ao conhecimento
tradicional e (d) tecnologia para validar cientificamente este conhecimento. Tais
razdes tém proporcionado o aumento do interesse popular e institucional em ampliar
0 uso da fitomedicina no Sistema Unico de Saude - SUS (MINISTERIO DA SAUDE,
2005).

Em 2006, o governo federal aprovou a Politica Nacional de Plantas Medicinais
e Fitoterapicos. A¢des decorrentes desta politica foram manifestadas na elaboragéo
do Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, aprovado em 2008, o
qual além de garantir & populagdo brasileira 0 acesso seguro e uso racional de
plantas medicinais, também visa promover o uso sustentavel da biodiversidade
(MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

O Ministério da Saude divulgou em fevereiro de 2009 uma Relagdo Nacional

de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (Renisus), na qual estdo incluidas 71


http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Confer%C3%AAncia_Internacional_sobre_Cuidados_Prim%C3%A1rios_de_Sa%C3%BAde&action=edit&redlink=1
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espécies vegetais com indicagbes para uso na atencdo basica a saude. A espécie
Artemisia absinthium, objeto de estudo deste trabalho, esta incluida nesta lista de
plantas selecionadas pelo SUS. A finalidade da Renisus € orientar estudos e
pesquisas que possam subsidiar a elaboragcdo de uma lista oficial de plantas
medicinais e fitoterapicos a serem disponibilizados para uso da populagdo, com
seguranca e eficacia (PORTAL DA SAUDE, 2010).

O estudo das plantas medicinais tem proporcionado a descoberta de novos
compostos biologicamente ativos, inclusive no desenvolvimento de drogas para a
guimioterapia do cancer como os taxoides, a camptotecina e os alcaldides da Vinca
(RETHY et al., 2007).

Além do uso das plantas medicinais no tratamento do cancer, estas também
sao utilizadas por pacientes para amenizar os sintomas provocados pela doenca e
para reduzir a toxicidade das drogas usadas na quimioterapia (CHEN; SNEED;
ZHOU, 2011). Em uma pesquisa realizada na Noruega por Engdal, Klepp e Nilsen
(2009), cerca de 40% dos pacientes com cancer utilizavam concomitantemente com
a quimioterapia algum tratamento baseado em plantas, sendo que 0s mais
frequentes foram o alho, o gengibre, o cha verde e o suco de noni (Morinda citrifolia).

Apesar dos beneficios que as plantas medicinais apresentam, alguns
aspectos devem ser levados em consideracdo. Em muitos paises ndo existe
legislagdo que regulamente a comercializagdo de produtos da medicina alternativa,
sendo que um mesmo produto pode ser comercializado como alimento, suplemento
alimentar ou mesmo medicinal, dependendo do pais de origem. A identificacdo
botanica incorreta da planta, ma qualidade do produto e também adulteracédo, sédo
outros problemas associados com a falta de fiscalizacao sobre estes produtos. Além
disso, ainda ha poucos estudos que comprovem a eficacia e seguranca de produtos
e praticas da medicina alternativa (OMS, 2008). O uso das ervas medicinais de
maneira incorreta, em relacdo a dose ou modo de preparo, pode colocar em risco a
vida do paciente, considerando que o consumo indevido de plantas medicinais tem
sido algumas vezes relacionado com toxicidade ao coracéo, figado, rins, sistema
nervoso central e pele (CHEN; SNEED; ZHOU, 2011).

Existem diferentes métodos de preparo que fazem as plantas medicinais
serem transformadas em medicamentos. O método mais usado é a extracdo de
compostos da planta utilizando algum liquido extrator, como a agua, com ou sem

utilizacao de calor. Toda preparagcéo que usa agua e aquecimento é denominada de
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cha, o qual pode ser preparado na forma de infusdo ou decoccéo. A infusdo consiste
em colocar agua fervente sobre as ervas, tampar o recipiente e apés 10-15 minutos,
filtrar a solucdo para remover as ervas. A decoccao é preparada colocando a erva
em &gua e fervendo em fogo baixo, por 5 a 20 minutos. ApOs repousar, o cha é
coado para remocao das ervas (PANIZZA, 1996).

Na preparacdo do cha, além de compostos de baixa massa molar, como
metabdlitos secundarios, também séo extraidos compostos de alta massa molar. Na
literatura, no entanto, grande parte dos trabalhos sobre plantas medicinais enfatiza
apenas a participacdo dos metabdlitos secundarios como principais responsaveis
pelo potencial biolégico apresentado pelas ervas, sem considerar a importancia dos
compostos de alta massa, como 0s polissacarideos, 0os quais também podem

contribuir para os efeitos biolégicos observados.

2.2 POLISSACARIDEOS DE PLANTAS

Os polissacarideos encontrados em vegetais normalmente séo divididos em
trés grupos distintos: polissacarideos de reserva, polissacarideos de parede celular
e exsudatos. Na condicdo em que o cha é preparado, polissacarideos estruturais e
de reserva presentes nas ervas podem ser extraidos. Portanto, uma breve revisédo
sobre estas duas classes de polissacarideos sera apresentada nos itens

subsequentes.

2.2.1 Polissacarideos da parede celular

Os carboidratos estruturais sdo o0s constituintes quimicos mais abundantes
dos tecidos das plantas, depois da agua, isto porgue constituem a parede celular
que é a grande estrutura de suporte que envolve as células vegetais. A parede
celular é o principal componente estrutural e funcional das plantas e esta envolvida
em diversos processos celulares, como a adesdo célula-célula, divisdo celular,

delimitacdo da forma e crescimento celular, contribui com as propriedades
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mecanicas apresentadas pelos 6rgdos vegetais, além de estar envolvida nos
processos de sinalizacéo celular (REITER, 1998; WILLATS et al., 2000).

A parede celular é constituida por complexas macromoléculas, sendo cerca
de 90% pertencente a classe dos carboidratos, os quais podem ser divididos em trés
grupos: celulose, hemiceluloses e pectinas (CARPITA; GIBEAUT, 1993; REITER,
1998; REID, 1997).

A celulose corresponde a fracao insoluvel, obtida apos a extracdo dos demais
polissacarideos, e esta presente na parede celular de quase todas as plantas
conhecidas. E particularmente abundante na parede celular secundaria e constitui
cerca de 20-30% da massa seca da parede primaria (McNEIL; DARVILL; FRY, 1984;
REID, 1997). A celulose apresenta-se na forma de microfibrilas, altamente insoltveis
e que apresentam alta resisténcia a tracao, de forma a suportar as pressées sofridas
pelas células. As microfibrilas de celulose sdo formadas por cadeias lineares de
glucose ligadas B(1—4) e unidas ao longo de todo o comprimento por ligacGes de
hidrogénio, o que confere grande resisténcia a estrutura da parede celular
(CARPITA; McCANN, 2000; BUCKERIDGE; TINE, 2001).

As hemiceluloses sdo polissacarideos que podem ser extraidos da parede
celular com alcali. O dominio celulose-hemicelulose é responsavel por definir a
forma da célula, pois as hemiceluloses interagem especificamente com a celulose,
orientando suas microfibrilas durante o processo de biossintese da parede e
direcionando a orientacéo do crescimento (CARPITA; GIBEAUT, 1993).

Segundo o modelo de parede celular mais aceito atualmente, proposto por
Carpita e Gibeaut (1993), todas as dicotiledéneas e algumas monocotiledéneas
apresentam xiloglucana como hemicelulose principal. Este polimero consiste de uma
cadeia principal de unidades de glucose unidas por ligagdes glicosidicas B(1—4).
Esta cadeia pode ser substituida em O-6 por unidades de a-D-xilose, as quais
podem estar substituidas em O-2 por unidades de p-D-galactose, em uma proporcao
de aproximadamente 4:3:1, respectivamente (WHITE; RAO, 1953; CARPITA,
GIBEAUT, 1993). Ainda, as unidades de [3-D-galactose podem estar substituidas em
O-2 por unidades de a-L-fucose (CARPITA; GIBEAUT, 1993).

Na familia Poaceae e outras familias de monocotiledéneas proximamente
relacionadas, a hemicelulose principal é a glucuronoarabinoxilana. Este
polissacarideo apresenta uma cadeia linear principal de xilose ligada 3(1—4), sendo

que algumas unidades apresentam ramificagbes de a-L-arabinose em O-3 e, menos
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frequentemente, a cadeia principal ainda pode estar substituida em O-2 por
unidades de a-D-acido glucurdnico (CARPITA; GIBEAUT, 1993).

Outras hemiceluloses também sdo encontradas em menor quantidade na
parede celular de plantas, como glucomananas, galactoglucomananas e
galactomananas, que também apresentam potencial de se ligar as microfibrilas de
celulose da parede (CARPITA; McCANN, 2000).

As pectinas séo polimeros da parede celular extraidos por quelantes de célcio
como solugbes de oxalato de amodnio ou EDTA. Estes polissacarideos séo
encontrados na parede celular primaria e também na lamela média, localizada entre
as ceélulas vegetais. As pectinas sao polimeros ricos em acido galacturdnico,
ramnose, galactose e arabinose e, por serem moléculas carregadas, atuam como
principal elemento regulador da porosidade, alterando a permeabilidade a moléculas
neutras, além de possuirem a propriedade de alterar o ambiente i6nico ao qual a
célula estd exposta (JARVIS, 1988; REID, 1997; CARPITA; McCANN, 2000;
BUCKERIDGE; TINE, 2001).

As pectinas sao uma familia de polissacarideos constituidos por duas classes
de polimeros conhecidos como homogalacturonanas (HG) e ramnogalacturonanas
(RG). As homogalacturonanas sao polimeros lineares de unidades de D-acido
galacturdnico ligadas a-(1—4). As ramnogalacturonanas (RG) sao classificadas em
dois tipos: RGI e RGIl. A cadeia principal de RGI é composta por unidades
alternadas de acido galacturbnico e ramnose unidos por ligagdo (1—2)a-L-Rha-
(1—4)a-D-GalA (McNEIL; DARVILL; FRY, 1984; CARPITA; McCANN, 2000).
Aproximadamente metade das unidades de ramnose da cadeia principal das RGI
encontra-se ramificada em O-4 por outros polissacarideos, compostos
predominantemente por aculcares neutros, sendo eles as arabinanas, galactanas e
arabinogalactanas (McNEIL; DARVILL; FRY, 1984; CARPITA; McCANN, 2000). As
RGIlI sédo polimeros relativamente pequenos e que apresentam acucares raros,
como apiose, acido aceérico, O-metil-fucose, entre outros (McNEIL; DARVILL; FRY,
1984). Este tipo de polissacarideo € encontrado na parede celular primaria de
plantas e por estar presente em baixa quantidade provavelmente seu papel principal
esteja relacionado a funcdo de reconhecimento/sinalizacdo celular (CARPITA,
GIBEAUT, 1993; REID, 1997).
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Dentre os polissacarideos presentes na parede celular, as arabinogalactanas,
encontradas no material de estudo deste trabalho, serdo abordadas no item

subsequente.

2.2.1.1 Arabinogalactanas

Polissacarideos compostos majoritariamente por arabinose e galactose sao
denominados de arabinogalactanas. Estas macromoléculas sdo encontradas na
maioria dos tecidos das plantas e podem ser isoladas como polissacarideos livres
(WU et al., 2005) ou em associacao covalente com proteinas (HILLESTAD; WOLD;
ENGEN, 1977).

As arabinogalactanas podem ser divididas em dois grupos de acordo com a
sua estrutura: arabinogalactanas do tipo | e arabinogalactanas do tipo II.
Arabinogalactanas do tipo | sdo polimeros compostos por [-D-galactopiranose
unidas por ligacdo (1—4) e substituidas por arabinose ou oligossacarideos de
arabinose (CLARKE; ANDERSON; STONE, 1979). Este tipo de arabinogalactanas é
encontrado somente associado com pectinas, como ramificacdo de RGI, e nenhum
polissacarideo deste grupo foi encontrado associado com proteinas (CARPITA;
McCANN, 2000).

As arabinogalactanas do tipo Il sao formadas por cadeias curtas de (1—3) e
(1—6) B-galactanas conectadas umas as outras por pontos de ramificacdo em O-3 e
0-6. As cadeias laterais frequentemente terminam em unidades de arabinose, além
de outros acucares como fucose, ramnose e &cido glucurénico. Além destes
monossacarideos, as arabinogalactanas do tipo Il também podem conter pequenas
proporcdes de manose, xilose e glucose (CLARKE; ANDERSON; STONE, 1979;
FINCHER; STONE; CLARKE, 1983; GASPAR et al., 2001, SEIFERT; ROBERTS,
2007). Este segundo tipo de arabinogalactana esta amplamente distribuido nos
tecidos das plantas, sendo encontrada em sementes, folhas, raizes e frutos
(FINCHER; STONE; CLARKE, 1983).

As arabinogalactanas do tipo Il sdo os constituintes da porcéo de carboidrato
das (glicoproteinas denominadas de arabinogalactanas-proteinas (AGPS),
(SHOWALTER, 1993).
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2.2.1.1.1 Arabinogalactanas-proteinas (AGPs)

As AGPs consistem de um nucleo protéico de comprimento variavel e uma ou
mais cadeias laterais de arabinogalactanas, as quais constituem mais de 95% da
molécula, sendo que ha somente 2-10% de proteina na composi¢do (SHOWALTER,
1993; CARPITA; McCANN, 2000). A massa molar destes polimeros varia
amplamente no reino vegetal, provavelmente por refletir diferentes graus de
glicosilacdo (FINCHER; STONE; CLARKE, 1983; SHOWALTER, 1993). Um
esquema da composicdo e estrutura das AGPs esta demonstrado na figura 1. A
estrutura fina das AGPs é bastante complexa, mas com base em estudos de
oxidacdo das arabinogalactanas com periodato, diversos grupos propuseram que a
cadeia principal de B-D-Galp (1—3) é interrompida a cada 7 unidades de galactose
por uma ligacdo susceptivel ao periodato, que pode ser constituida por unidades de
a-L-Araf (1—5) ou por (1—6)B-D-Galp. Nesta estrutura, acucares como o &cido
glucurénico e ramnose aparecem como terminais nao-redutores (GASPAR et al.,
2001).

A Ara/
@ cap
@ rnep

@ (4-0Me):GicpA

FIGURA 1 — MODELO DE ESTRUTURA DE UMA ARABINOGALACTANA-PROTEINA.

NOTA: Estrutura esquematica geral das AGPs. Em vermelho a esquerda esta representada a porgao
protéica das AGPs. Os aclcares estdo representados como circulos, triangulos e losangos. Neste
modelo, a cadeia de 3-D-Galp unida por ligagdo (1—3) é interrompida por uma substituicdo de uma
unidade de monossacarideo susceptivel a degradacgdo por periodato, representada como um ponto
de interrogacdo. Monossacarideos como acido glucurdnico, ramnose e arabinose sdo encontrados
como terminais ndo-redutores na molécula.

FONTE: Adaptado de GASPAR et al., 2001.
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As AGPs ja foram isoladas de diferentes 6rgaos vegetais, como frutos (QIN et
al., 2011; REDGWELL et al., 2011), flores (GANE et al., 1995), cultura de células
vegetais em suspensdo (MAURER et al.,, 2010), folhas (HILLESTAD; WOLD;
ENGEN, 1977) e sementes (ZIPPEL; WELLS; HENSEL, 2010). A andlise estrutural
destas moléculas revela a ampla variedade e complexidade exibida por tais
polimeros. Em geral, a porcédo carboidrato destas moléculas apresenta a estrutura
basica das arabinogalactanas do tipo I, sendo que a variacdo entre elas consiste
principalmente na estrutura e composicdo das cadeias laterais, massa molar e
identidade das unidades terminais.

Classen et al. (2006) isolaram e caracterizaram AGPs de raizes de Baptisia
tinctoria e Echinacea pallida. As AGPs foram obtidas por decoc¢do (10 min) das
raizes e isoladas por precipitacdo com o reagente de Yariv, o qual especificamente
precipita estas glicoproteinas. A AGP de Baptisia tinctoria apresentou unidades de
ramnose como terminais nao-redutores e galactose 4-ligada, o que nédo foi
encontrado em Echinacea pallida. Outra diferenca encontrada entre as AGPs destas
espécies foi a proporcdo de Ara:Gal nos polimeros. Esta variacdo na estrutura fina
também resultou em diferencas na atividade bioldgica apresentada pelos polimeros.

As AGPs também séo encontradas em flores no tecido reprodutivo feminino
(GANE et al., 1995) e, portanto, séo fonte potencial das AGPs encontradas no mel.
Uma fracdo contendo AGPs isolada por precipitacdo com reagente de Yariv do mel
kanuka da Nova Zelandia, apresentou uma estrutura altamente ramificada, de alta
massa molar (110 kDa), com &cido glucurdénico e ramnose como terminais nao-
redutores, além da arabinose (STEINHORN et al., 2011).

Fracbes contendo AGPs também ja foram isoladas de frutos de Lycium
chinese, as quais além de arabinose, apresentaram &cido galacturénico como
terminal ndo-redutor e a massa molar variou de 71 a 120 kDa dependendo da
fracao.

A respeito da localizacdo celular, as AGPs podem ser encontradas na
membrana plasmatica, na parede celular, no espaco extracelular e em secrecbes
como a superficie do estigma floral e em exsudatos (ELLIS et al., 2010).

Em concordancia com sua ampla distribuicdo nas plantas, as AGPs tém sido
associadas a diversas funcdes, que variam desde papéis no crescimento e

desenvolvimento vegetal até na morte celular programada (GOLLNER et al., 2011).
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Além das importantes funcdes que as AGPs desempenham nas plantas,
estas moléculas também tém sido estudadas quanto as suas propriedades
biolégicas em humanos (GOLLNER et al.,, 2011). Em geral, os efeitos bioldgicos
apresentados por estes polissacarideos podem estar associados com seu potencial
imunomodulador. Thude et al. (2006) demonstraram que uma AGP isolada da parte
aérea da planta Echinaceae purpurea, uma planta medicinal, é capaz de se ligar a
superficie de células do sistema imune, como linfécitos, mondcitos e granulocitos
humanos. Isso sugere que este polissacarideo liga-se a estruturas ou receptores
comuns aos trés tipos celulares.

AGPs isoladas das raizes de Baptisia tinctoria e Echinacea pallida e de
células de cultura em suspensdo de Echinaceae purpurea estimularam
diferentemente a proliferacao e a producéo de IgM por linfécitos de camundongos, e
também a producdo de NO e IL-6 em macrofagos alveolares in vitro. As AGPs
isoladas de raizes apresentaram maior acdo sobre os parametros imunolégicos
avaliados do que a AGP isolada das células em -cultura. Isto sugere que
caracteristicas estruturais das AGPs estdo associadas com os diferentes efeitos
biolégicos apresentados por estas moléculas. O aumento na producgédo de NO e IL-
6, promovido pelas AGPs das raizes, provavelmente esta relacionado a ativacao de
macréfagos por estes polissacarideos (CLASSEN et al., 2006).

O sistema complemento, que faz parte da resposta imune inata dos
organismos, também foi alvo de modulacdo por AGPs. Samuelsen et al. (1998)
isolaram uma AGP das folhas de Plantago major (tanchagem), a qual apresentou

modulacado sobre o sistema complemento.

2.2.2 Polissacarideos de reserva

Os carboidratos acumulados como reserva nas plantas apresentam a fungao
de fornecer monossacarideos para serem utilizados metabolicamente durante o
crescimento e desenvolvimento da planta. Os monossacarideos podem ser
armazenados na forma de dissacarideos, como a sacarose e a trealose, e também
na forma de oligos- e polissacarideos, como as frutanas e o amido. Além destes

polimeros existem também os polissacarideos de reserva de parede celular, os
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quais apresentam a estrutura semelhante aos carboidratos que formam a estrutura
da parede, mas que desempenham funcédo estrutural e de reserva de nutriente.
Entre estes polissacarideos destacam-se as xiloglucanas e as galactomananas
(AVIGAD; DEY, 1997). As frutanas, encontradas no material de estudo deste
trabalho, serdo aprofundadas no item subsequente.

2.2.2.1 Frutanas

As frutanas séo, depois do amido, os carboidratos de reserva mais
abundantes encontrados em plantas (AVIGAD; DEY, 1997). Elas sdo polimeros de
frutose com ou sem unidades de glucose na sua estrutura (HASKA; NYMAN;
ANDERSSON, 2008). Estes polimeros sdo acido-labeis, soliveis em &gua e
polidispersos em relacdo ao tamanho da cadeia, presenca de glucose e tipos de
ligagbes. As frutanas sao conhecidas por serem carboidratos de reserva de curto
prazo, mas em dicotiledbnas, frutanas do tipo inulina s&o acumulados como reserva
de longo prazo em o6rgaos subterraneos, como nas raizes e tubérculos (VAN DEN
ENDE; VAN LAERE®, 2007, citado por VALLURU; VAN DEN ENDE, 2008).

Além da sua fungdo como carboidrato de reserva, as frutanas também estéo
envolvidas em outros processos, como a tolerdncia ao estresse hidrico e ao frio,
através da estabilizacdo da membrana celular (HINCHA et al., 2007; LIVINGSTON,;
HINCHA; HEYER, 2009). A acumulacdo de frutanas em plantas que normalmente
nao as produzem, pode estar relacionado a protecéo contra o estresse hidrico (VIIN;
SMEEKENS, 1999).

Cerca de 15% das angiospermas apresentam frutanas como carboidrato de
reserva, sendo encontradas em 5 ordens: Poales, Liliales, Asterales, Campanulales
e Polemoniales (segundo a classificagdo de Cronquist, 1988). Entre as gramineas,
as frutanas aparecem em grande quantidade em apenas uma unica subfamilia
Pooideae, a qual inclui cereais como a aveia, a cevada e o centeio (HENDRY, 1993;
VIIN; SMEEKENS, 1999).

' VAN DEN ENDE, W.; VAN LAERE, A. Fructans in dicotyledonous plants: occurrence and
metabolism. In: Shiomi N, Benkeblia N, Onodera S, eds. Recent advances in fructo-
oligosaccharides research. Trivandrum, India: Research Signpost, 2007. p. 1-14.
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As frutanas séo sintetizadas a partir da sacarose pela acdo de enzimas
especificas, as frutosiltransferases, as quais transferem a frutose da sacarose para a
cadeia de frutana em crescimento. A sintese das frutanas € induzida por altas
concentragfes de sacarose, sendo produzidas e armazenadas dentro dos vacuolos
da célula vegetal (VIIN; SMEEKENS, 1999; RITSEMA; SMEEKENS, 2003).

As frutanas de plantas apresentam uma grande variedade de ligacGes entre
as unidades de frutose e possuem na extremidade inicial da cadeia uma unidade de
a-D-Glc, unida por uma ligacdo do tipo (2—1) a cadeia de frutose (EDELMAN;
JEFFORD, 1968).

De acordo com o tipo de ligacdo presente, as frutanas encontradas em
plantas superiores podem ser classificadas em: inulina, levana, levana mista, inulina
neoseries e levana neoseries (VIIJN; SMEEKENS, 1999):

a) Inulina: consiste de unidades de B-D-Fru unidas por ligacéo (2—1) e sdo

geralmente encontradas em plantas da ordem Asterales;

b) Levana: também & um polimero linear e apresenta ligagdes B(2—6) entre
as unidades de frutose. E a principal frutana de monocotiledéneas, sendo
encontrada em algumas gramineas. A levana e a inulina apresentam a
mesma estrutura de cadeia (Glc-Fru-Fru) somente diferindo no tipo de
ligacdo entre as unidades de frutose;

c) Levana mista: sdo polimeros ramificados, também chamados de
graminanas, 0s quais apresentam tanto ligacbes (2—1) quanto (2—06)
entre as unidades de B-D-Fru e sdo encontradas na maioria das espécies
de plantas da ordem Poales;

d) Inulina neoseries: apresenta o mesmo tipo de ligacdo da inulina, no
entanto, possui uma unidade de glucose no centro da molécula,
apresentando uma cadeia de frutose em ambas as extremidades da
glucose (,Fru-Fru-Glc-Fru-Fru,). Estas frutanas sao geralmente
encontradas em plantas da familia Liliaceae;

e) Levana neoseries: estes polimeros possuem ligagdes do tipo (2—6) entre
as unidades de B-D-Fru e assim como a inulina neoseries apresenta
cadeias de frutose em ambas as extremidades da glucose. Sao
encontradas em algumas plantas da ordem Poales (VIJN; SMEEKENS,
1999).
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Além da fungdo como carboidrato de reserva e seu papel na protecdo das
plantas contra o estresse abiotico, as frutanas tém sido utilizadas na industria
alimenticia e farmacéutica. As frutanas sdo consideradas alimentos funcionais,
devido a seus efeitos benéficos a saude, como por exemplo auxiliar na absorcao de
calcio pelo intestino, prevenindo a osteoporose (SCHOLZ-AHRENS et al., 2001).

A inulina das raizes de chicéria (Cichorium intybus) é atualmente a principal
fonte utilizada pela industria alimenticia mundial, sendo usada na preparacdo de
iogurtes e sorvetes como um substituinte de baixo valor calérico da gordura, pois
quando emulsificado a agua, a inulina forma um gel de textura similar a gordura
(RITSEMA; SMEEKENS, 2003).

Com relacdo as suas propriedades biologicas, as frutanas parecem estar
envolvidas na modulagéo positiva do sistema imune, principalmente no aumento da
resisténcia a infeccoes, atividade microbicida, bem como na reducéo de reacodes
alérgicas e terapia do cancer em modelos experimentais (revisado por CHOQUE-
DELGADO; TAMASHIRO; PASTORE, 2010).

Em relacdo ao potencial imunomodulador das frutanas, Lee et al. (2011)
demonstraram que uma frutana altamente ramificada isolada a partir da decoccao de
uma preparacao de ervas japonesas denominada “Chikuyo-Sekko-To” apresentava
propriedade imunomodulatoéria. Esta preparacdo consiste de uma mistura de partes
aéreas, raizes e sementes de 7 diferentes plantas medicinais. A frutana isolada
mostrou-se como um polissacarideo imunomodulador, estimulando a producao de
oxido nitrico e induzindo a expressao de citocinas pré-inflamatérias (IL-1, IL-6 e TNF-
a) e anti-inflamatérias (IL-10) em células RAW 264.7. Este polissacarideo também
apresentou atividade antiviral contra o virus da Herpes simples do tipo 2.

Oligossacarideos de frutose também apresentaram efeito antitumoral in vivo.
Ratos alimentados com dieta suplementada por 15% destes oligossacarideos
apresentaram menor numero de tumores, bem como reduzida incidéncia de
metastase provocada por cancer de mama em relagcdo ao grupo controle (TAPER;
ROBERFROID, 1999).

Além das frutanas, diversos polissacarideos isolados de plantas tém atraido
grande atencdo nos campos da bioquimica e farmacologia, exibindo iniameras
propriedades bioldgicas importantes, como atividades antitumorais (PARK; LAI; KIM,
2004), imunomoduladoras (XIE et al.,, 2008) e anti-inflamatérias (POPOV et al.,

2005), cujos efeitos estdo relacionados as suas estruturas quimicas (YANG;
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ZHANG, 2009). Com relacédo a atividade antitumoral, polissacarideos extraidos de
diferentes fontes ja apresentaram acao contra células humanas de céancer gastrico
(XU et al., 2011), cancer de mama (TAPER; ROBERFROID, 1999) e também sobre

células de leucemia humana (WU; LEE, 2011).

2.3 LEUCEMIA MONOCITICA AGUDA

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) o cancer € uma das
principais causas de morte em todo o mundo, sendo responsavel por 7,6 milhdes de
Obitos em 2008, o que corresponde a cerca de 13% de todas as mortes ocorridas
neste periodo. Com relacdo as leucemias, no mesmo ano foram estimados cerca de
351 mil novos casos e 257 mil 6bitos (INCA, 2012).

O desenvolvimento do cancer é resultado de um processo de varios passos,
envolvendo alteracBes genéticas que levam a transformacdo maligna de células
(LOHRUM; STUNNENBERG; LOGIE, 2007). Células tumorais, diferentemente de
células normais, tornam-se independentes de fatores de crescimento, resistentes a
apoptose e insensiveis a sinais antiproliferativos, o que resulta em células com um
programa de proliferacdo descontrolado, permitindo a geracdo de uma vasta
populacdo de células-clone cancerigenas (HANAHAN; WEINBERG, 2000).

As neoplasias hematologicas sao caracterizadas pela transformacdo maligna
de células derivadas dos precursores hematopoiéticos e tem como principal
caracteristica o acumulo destas células jovens (blasticas) anormais na medula
0ssea, que substituem as células sanguineas normais (MOASSER, 2007; INCA,
2012). Diferentes neoplasias hematolégicas podem surgir de cada um dos tipos
celulares maduros e a classificacdo das leucemias se baseia no tipo de célula que
sofreu a transformagdo (MOASSER, 2007). Um resumo dos tipos de leucemias e
Seus precursores normais esta representado na figura 2. As leucemias podem ser
divididas em dois grupos quanto ao tipo de célula de origem: (1) leucemia mieléide
(LM), derivada da linhagem de células-tronco mieldides, a qual da origem a
monaocitos, granuldcitos, eritrécitos e plaquetas e (2) leucemia linféide (LL), originada
da transformacdo de células-tronco linfoides, precursora dos linfécitos B e T

(MOASSER, 2007). O tipo de leucemia mais frequente em criangas € a leucemia
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linféide aguda (LLA) e em adultos a leucemia mieléide aguda (LMA) é a mais comum

(INCA, 2011).
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FIGURA 2 — CLASSIFICACAO DAS LEUCEMIAS DE ACORDO COM O TIPO DE CELULA E
LINHAGEM DE ORIGEM.

NOTA: UFC — Unidade Formadora de Col6nia; GM — Granuldcito-Mondcito; E — Eritrocito; LMA —
Leucemia Mieloblastica Aguda; LMC — Leucemia Mielocitica Crénica; LLA — Leucemia Linfoblastica
Aguda; LLC — Leucemia Linfocitica Aguda.

FONTE: MOASSER, 2007.

A LMA

mielomonocitica,

apresenta varios subtipos: mieloblastica, promielocitica,

monocitica, eritrocitica e megacariocitica, as quais séo
classificadas pelo tipo celular dos quais elas derivam (SCHWARTING et al., 2006;
INCA, 2012). A leucemia monocitica aguda, com a qual o presente trabalho esta
relacionado, é derivada de precursores mieldides ja comprometidos com a linhagem
dos mondcitos e é um subtipo relativamente incomum de LMA, compreendendo
cerca de 5-8% de todos os casos. A leucemia monocitica € comum na primeira
infancia e tem uma evolugdo clinica bastante agressiva (FUNG et al., 1995;
SCHWARTING et al., 2006; MOASSER, 2007). O acumulo das células neoplasicas
na medula éssea interfere na producao dos eritrgcitos, leucdcitos e plaguetas, o que

leva a anemia, infecgdes e até mesmo hemorragias (INCA, 2012).



33

Atualmente, as terapias usadas no tratamento da leucemia incluem a
quimioterapia, uso de indutores da diferenciacdo e transplante de medula Ossea
(WU; LEE, 2011). Devido aos graves efeitos colaterais provocados pela maioria das
quimioterapias, o estudo de terapias alternativas no tratamento do céancer, como a
fitomedicina, torna-se cada vez mais importante.

Diversas substancias isoladas de plantas tém se mostrado capazes de ajudar
a combater células de leucemia monocitica in vitro. Estes agentes podem agir
diretamente nas células leucémicas, apresentando um efeito antiproliferativo ou
citotoxico (BANDERALI et al, 2011) ou ainda agindo como indutores da
diferenciacdo dos mondcitos, cessando a proliferacdo celular (WU; LEE, 2011).
Estes compostos também podem atuar indiretamente, estimulando a producédo de
citocinas (TNF-a, IFN-y, IL-1B) por células do sistema imune, as quais por sua vez,
podem induzir a diferenciac@o terminal de células leucémicas. Alguns compostos, no
entanto, podem agir das duas formas (WU; LEE, 2011). Um polissacarideo bruto
isolado de sementes de Fagopyrum tataricum foi capaz de induzir a diferenciacéo de
uma linhagem de leucemia monocitica humana (THP-1) a macrofagos tanto
diretamente quanto indiretamente, por estimular a secre¢cdo de citocinas por células
mononucleares do sangue periférico in vitro (WU; LEE, 2011).

Atuando de forma direta sobre as células leucémicas, ginsenosideos, que séo
saponinas triterpénicas isoladas de Panax gingeng, foram capazes de inibir a
proliferacéo de células leucémicas, induzindo o processo de apoptose (POPOVICH,;
KITTS, 2002).

Outra abordagem como terapia auxiliar no tratamento do cancer é a ativacao
de macrofagos, os quais sdo capazes de reconhecer e matar as células tumorais,
inclusive aquelas que sdo resistentes a drogas citostaticas (KLIMP et al., 2002).
Macréfagos ativados podem agir diretamente sobre as células neoplasicas,
liberando espécies reativas de oxigénio e o fator de necrose tumoral (TNF-a), 0s
quais sao toxicos para as células tumorais. Outra forma utilizada pelos macréfagos
para combater células tumorais €& através da secrecdo de citocinas e do
processamento e apresentacdo de antigenos, desencadeando respostas de defesa

em outras células do sistema imune (KLIMP et al., 2002).
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2.4 LINHAGEM CELULAR THP-1

Estudos para avaliar a fungdo de mondcitos/macrofagos sédo geralmente
limitados, ja que estas células ndo podem ser expandidas ex vivo. Atualmente,
diversas linhagens de células de leucemia humana, bloqueadas em determinados
passos do processo de diferenciacdo, estdo disponiveis para este fim (figura 3),
como por exemplo, as células THP-1 (AUWERX , 1991; DAIGNEAULT et al., 2010).
Estas células constituem uma populagdo homogénea, o que representa uma
vantagem em relacdo aos mondcitos humanos nativos, facilitando estudos
bioquimicos (AUWERX, 1991).

A linhagem celular (THP-1) foi estabelecida por Tsuchiya et al. (1980) a partir
de blastos do sangue de um garoto de 1 ano diagnosticado com leucemia
monocitica aguda. Esta linhagem é amplamente usada como modelo experimental
em estudos in vitro para identificacdo de novas drogas contra leucemia mieldide
aguda (BANDERALI et al., 2011).

Além disso, esta linhagem celular também é um modelo bem estabelecido
para estudos toxicologicos (MULLER et al., 2003; CORSINI et al., 2011),
imunolégicos (SMIDERLE et al., 2011) e “screening” para drogas antileishmanicida
(GEBRE-HIWOT et al., 1992).

pluripotent stem cell
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FIGURA 3 — DIFERENCIACAO CELULAR HEMATOPOIETICA E LINHAGENS DE LEUCEMIA.

NOTA: Nos retangulos estdo demonstradas algumas linhagens de leucemia disponiveis e as setas ao
redor delas indicam o potencial de diferenciacéo in vitro.

FONTE: AUWERX, 1991.
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Células leucémicas sdo caracterizadas por proliferacdo descontrolada, sem
diferenciacdo. Apesar disso, sob condi¢cdes apropriadas, células de leucemia
monocitica podem ser induzidas a diferenciacdo terminal em macréfagos por varios
compostos, como o éster de forbol - PMA (12-miristato 13-acetato de forbol)
(BARENDSEN; CHEN, 1992). O tratamento destas células com o agente indutor in
vitro provoca parada na proliferacdo celular e adeséo destas células a placa. O
processo de diferenciacdo € acompanhado por uma mudanca drastica na morfologia
celular, marcada pelo aumento do volume e granulos citoplasmaticos devido ao
maior niumero de organelas como mitocondrias e lisossomos (AUWERX, 1991;
DAIGNEAULT et al., 2010).

Como a diferenciacdo celular induz parada na proliferacdo das células
leucémicas, a busca por compostos naturais que possam afetar a proliferacdo ou
induzir a diferenciagcdo de células de leucemia monocitica, constitui interessante

abordagem terapéutica no tratamento deste subtipo de leucemia mielbdide aguda.

2.5 ESPECIES VEGETAIS AVALIADAS NO PRESENTE ESTUDO

2.5.1 Posicionamento sisteméatico

A classificacdo sistematica das espécies estudadas neste trabalho, segundo a
classificacdo botanica APG Ill (STEVENS, 2008) é:

Reino: Plantae

Clado: Angiospermas
Clado: Eudicotiledoneas
Clado: Asterids

Clado: Campanulids
Ordem: Asterales
Familia: Asteraceae
Subfamilia: Asteroideae
Tribo: Anthemideae
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Género: Artemisia
Espécies: Artemisia vulgaris L.
Artemisia absinthium L.

2.5.2 Género Artemisia

Asteraceae € a maior familia do grupo Eudicotiledéneas e muitas das plantas
deste clado sdo usadas na medicina popular para uma variedade de indicacdes,
incluindo espécies conhecidas como artemisia, losna, carqueja e guaco (BERETTA
et al., 2008). Esta familia abrange espécies com habito arbéreo, arbustivo, herbaceo
e lianas que estdo amplamente distribuidas pelas regifes tropicais, subtropicais e
temperadas do globo (CANCELLI; EVALDT; BAUERMANN, 2007).
Fitoquimicamente, esta familia € caracterizada por apresentar polifrutanas
(principalmente inulina) como carboidrato de reserva (GURIB-FAKIM, 2006).

O género Artemisia, incluido na familia botanica Asteraceae, € cosmopolita,
com polinizagdo através do vento, distribuido em areas temperadas, de médias a
altas latitudes do hemisfério norte, colonizando também regibes aridas e semi-
aridas, com somente poucos representantes no hemisfério sul (HAYAT et al., 2009).

Muitos representantes do género Artemisia possuem alto valor econémico e
tém sido usados na medicina, na alimentacdo, como ornamentacdo ou como
estabilizadores do solo em ambientes degradados. Algumas espécies ainda sao
toxicas e outras sdo ervas invasivas, causando danos a plantacées (TAN; ZHENG;
TANG, 1998).

Objeto de diversos estudos quimicos e biolégicos (CANER et al., 2008;
LOPES-LUTZ et al., 2008; ABERHAM et al., 2010), o género Artemisia produz como
principais metabdlitos, lactonas sesquiterpénicas, as quais sdo conhecidas por
possuirem atividade antimitGtica, além de cumarinas, flavonoides, glicosideos e
poliacetilenos, os quais tém acéo bacteriostatica e fungicida (KENNEDY et al., 1988;
TAN; ZHENG; TANG, 1998; TEIXEIRA DA SILVA, 2004).

Espécies do género Artemisia tém sido amplamente usadas na medicina

popular contra diferentes tipos de cancer e tumores. A campestris e A. vulgaris sao
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indicadas popularmente contra tumores de utero, baco, estbmago e A. dracunculus
contra tumores de tendao/nervos (RETHY et al., 2007).

Dentre as espécies deste género que sao utilizadas na medicina popular,
Artemisia absinthium (losna) e Artemisia vulgaris (artemisia) sdo bastante

conhecidas e comercializadas no Brasil.

2.5.3 Artemisia absinthium

Artemisia absinthium L. é uma planta comumente chamada de losna, losna-
maior, erva-dos-vermes, gotas-amargas, absinto, erva-santa. E uma planta
subarbustiva, de caule piloso, atingindo pouco mais de 1,0 m de altura. As folhas
sdo multifendidas de I6bulos finos, medindo de 7-12 cm de comprimento, com
coloracdo verde-acizentada na face adaxial e esbranquicada na parte inferior
(FOSTER; DUKE, 1999; LORENZI; MATOS, 2008). As flores sao minusculas,
amarelas e caem de julho a setembro (FOSTER; DUKE, 1999). Todas as partes da
planta tém sabor muito amargo. Esta caracteristica das preparacdoes de A.
absinthium é devido a presenca de lactonas sesquiterpénicas, como por exemplo, a
absintina, que é o principal constituinte amargo da erva (ABERHAM et al., 2010).

A. absinthium cresce naturalmente em locais pedregosos da Europa, Asia e
norte da Africa. E cultivada na América do Norte e em alguns paises da Europa para
preparacdo de vinhos e licores, bem como no Brasil, onde é mantida em hortas e
jardins para atender a seu emprego na medicina caseira (LORENZI; MATOS, 2008).
Seu uso médico estd documentado no Ebers Papyrus, um documento egipcio que
data de 1552 a.C, sendo o mais antigo documento médico preservado (EBBELL?
1937, citado por LACHENMEIER, 2010).

As partes aéreas da planta sédo usadas na medicina popular como cha, o qual
é tradicionalmente indicado para o tratamento de disturbios da digestao, perda de
apetite, como anti-helmintico, antitumoral, antipirético, para disturbios do figado e da
vesicula biliar (BLAGOJEVIC et al.,, 2006; LORENZI; MATOS, 2008). O cha é

2 EBBELL, B. The Papyrus Ebers: The Greatest Egyptian Medical Document. London: Oxford
University Press, 1937.
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preparado com uma colher de cha da erva para uma xicara de agua fervente, sob a
forma de infusdo. Para uso externo, como no caso de pequenos ferimentos e
picadas de inseto, o tratamento é feito com o uso de lavagens e compressas locais,
com o cozimento (decocto) de uma mao cheia da planta fresca para um litro de agua
(LORENZI; MATQOS, 2008).

A B

FIGURA 4 — Artemisia absinthium E O DETALHE DE SUAS FOLHAS.

FONTE:

A - A. absinthium (planta). GARDENS AND PLANTS. COM. Disponivel em: <http://www.gardensand
plants.com/images/plants/Artemisia%20absinthium.jpg >. Acesso em 30/01/2012.

B - Detalhe parte aérea de A. absinthium. VIDASUL SEMENTES. Disponivel em: <http://www.vidasul.
com/produto.php?id=179> Acesso em 23/02/2011.

A planta também foi usada na antiguidade por mulheres, sob a forma de
compressas, para acelerar o trabalho de parto e por provocar contragcdes uterinas,
como precaucédo, ndo deve ser ingerida por mulheres gravidas (MABEY et al., 1988).
Esta planta era utilizada para aromatizar a bebida absinto (CANADANOVIC-
BRUNET et al., 2005), sendo que o consumo abusivo desta bebida causava
desordens mentais, incluindo sintomas como alucinagdes, insdnia e convulsdes.
Estes sintomas foram atribuidos a presenga do composto a-tujona, um monoterpeno
presente na espécie A. absinthium (ARNOLD, 1988). No entanto, atualmente
acredita-se que o etanol sozinho foi o responsavel pelos sintomas decorrentes do
consumo do absinto e que o composto tujona apresentava ou nenhum ou um
pequeno papel nos efeitos neurolégicos causados pelo absinto (LACHENMEIER et
al., 2006.
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Tujona é um monoterpeno (figura 5) que ocorre naturalmente como a e (-
diastereoisdmeros encontrado no 6leo essencial de varias espécies de Artemisia
(SIVEEN; KUTTAN, 2011). O principal efeito relatado em humanos bem como em
modelos animais foi neurotoxicidade, manifestada sob a forma de convulsdes
epiléticas, sendo o efeito toxico dose-dependente (LACHENMEIER, 2010). Este
efeito € devido ao composto tujona agir como antagonista dos receptores GABA e 5-
HT3 do cérebro (HOLD et al., 2000; DEIML et al., 2004). Dessa forma, a
concentracdo deste composto nas preparacdes da erva deve ser levada em
consideracdo. A concentracdo de tujona no Oleo essencial de A. absinthium é
altamente variavel (0-71%), bem como a quantidade extraida durante diferentes
preparacdes, como, por exemplo, no cha da planta. No entanto, sabe-se que este

componente € menos solivel em &gua do que em etanol (TEGTMEIER;
HARNISCHFEGER, 1994).

FIGURA 5 — ESTRUTURA QUIMICA DO COMPOSTO a-TUJONA.
FONTE: HOLD et al. (2000).

Apesar de ja ter sido comprovado que em altas concentragées o composto a-
tujona apresenta atividade neurotdxica, este composto foi capaz de aumentar a
resposta imune humoral e mediada por células in vivo. A administracdo
intraperitoneal de tujona (1mg/kg) em camundongos promoveu O aumento no
tamanho dos orgédos linfoides, bem como no numero de células destes 6rgaos,
indicando ativacao da resposta imune por linfocitos. A resposta humoral, dependente
da producéo de anticorpos, também foi aumentada apos administracdo da droga e
permaneceu alta apos varios dias do tratamento. O composto também aumentou a
atividade das células NK e estimulou a secrec¢éo de citocinas como IFN-y e IL-2.

Estes efeitos sobre a estimulacéo da resposta imune foi capaz de aumentar o tempo
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de vida e reduzir significativamente o desenvolvimento de tumor sélido induzido nos
camundongos (SIVEEN; KUTTAN, 2011).

Além do composto tujona, outros metabdlitos presentes nesta espécie
também tém sido identificados. Aberham et al. (2010) avaliaram por cromatografia
liguida de alta eficiéncia (HPLC) e por ressonancia magnética nuclear (RMN)
diferentes preparacdes de A. absinthium quanto a presenca de oito compostos
bioativos caracteristicos desta espécie. Os compostos avaliados pertencem as
classes das lactonas sesquiterpénicas, lignanas e flavonoides e estédo representados
na figura 6. As ervas usadas nesse estudo foram adquiridas de diferentes
fornecedores e extraidas com diclorometano. Também foram analisados produtos
comercialmente disponiveis, como capsulas e preparacfes liquidas. Nesse estudo,
0s autores verificaram que a maioria das amostras testadas apresentava todos os
oito compostos, sendo que absintina e iangambina foram os principais constituintes
dos extratos.

A composicdo quimica do Oleo essencial de A. absinthium determina o
quimiotipo da planta, isto porque o composto majoritario do 6leo varia dependendo
da origem da planta e também das condicbes de crescimento e estagio do
desenvolvimento (MARTIN et al., 2011). Estudos realizados sobre a composi¢cado do
Oleo essencial de A. absinthium cultivada em diferentes paises, demonstraram uma
composicdo quimica muito particular (BLAGOJEVIC et al., 2006; ORHAN et al.,
2010; MARTIN et al., 2011).
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FIGURA 6 — ESTRUTURA QUIMICA DOS OITO COMPOSTOS BIOATIVOS PRESENTES EM A.
absinthium, ANALISADOS POR ABERHAM et al. (2010).

FONTE: ABERHAM et al. (2010).

A variedade de compostos exibida por A. absinthium justifica as diferentes
atividades biolégicas apresentadas pelos extratos da planta. Propriedades
antioxidantes de A. absinthium foram descritas por Canadanovic-Brunet et al. (2005),
0s quais atribuiram tal propriedade a compostos fendlicos presentes em alta
guantidade nos extratos desta planta.

As propriedades hepatoprotetoras descritas popularmente para A. absinthium
foram confirmadas por Amat, Upur e Blazekovic (2010), os quais testaram extratos
da planta em ratos com injaria hepatica, ocasionada imunologicamente ou induzida
por tetracloreto de carbono. O pré-tratamento dos ratos com o extrato aquoso de A.
absinthium, protegeu o figado de injurias, sendo que o tratamento com 200 mg/kg
mostrou atividade comparavel ao tratamento com silimarina, uma droga
hepatoprotetora usada como referéncia. Os autores sugerem que o extrato da planta

protegeu o figado contra danos oxidativos e possibilitou a manutencdo dos niveis
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intracelulares de enzimas antioxidantes, resultando assim na protecdo do figado
contra injuria aguda.

Tariqg et al. (2009) validaram o uso popular do extrato de A. absinthium como
um agente anti-helmintico. Os autores testaram o0 extrato aquoso e etandlico da
planta, sobre nematddeos de ovinos in vivo e in vitro. O indice de mortalidade (MI)
dos parasitas expostos ao extrato etandlico foi maior do que aqueles expostos ao
extrato aquoso, com MI de 0,95 e 0,75, respectivamente. O tratamento de animais
com os extratos de A. absinthium reduziu o nimero de ovos de parasitas nas fezes,
sendo o efeito dose-dependente. Dessa forma, extratos de A. absinthium
apresentam-se como uma alternativa promissora, sustentavel e segura para 0s
convencionais anti-helmiticos.

Recentemente foram testados os efeitos de A. absinthium em humanos
(KREBS; OMER, T.; OMER, B., 2010). O alvo do estudo foram pacientes com
doenca de Crohn, uma doenca auto-imune caracterizada pelo aumento da producao
de citocinas proé-inflamatoérias, sendo a principal envolvida o TNF-a. Os autores
escolheram esta planta para o tratamento destes pacientes porque estudos recentes
(XU et al., 2007) demonstraram que 0 composto artemisina, uma lactona
sesquiterpénica, presente em espécies do género Artemisia, pode exercer efeitos
anti-inflamatérios, suprimindo citocinas como o TNF-a e outras interleucinas. Para o
tratamento da doenca de Crohn sé&o utilizados inibidores de TNF-a, mas como séo
proteinas e precisam ser injetadas no paciente causam uma série de efeitos
colaterais, o que justifica a busca por inibidores que sejam administrados oralmente.
Krebs, Omer T. e Omer B. (2010) utilizaram a parte aérea de A. absinthium, triturada
e administrada na forma de cépsulas (sem nenhum processo de extracao) em 20
pacientes com doenca de Crohn. Apds 6 semanas de tratamento com a erva, 0s
niveis de TNF-a no soro diminuiram de 24,5 para 8,0 pg/ml, além de ser observado
uma constante melhora nos sintomas da doenca. Nenhum efeito colateral foi
relatado. De acordo com os autores, somente a supressdao de TNF-a nao é
suficiente para explicar a melhora observada nos pacientes e que, provavelmente,

outros efeitos imunomoduladores da erva estejam envolvidos neste processo.
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2.5.4 Artemisia vulgaris

Artemisia vulgaris Linn. é uma planta conhecida popularmente como
artemisia, artemigio, artemigem, anador, flor-de-sdo-jo&o, absinto-selvagem. E uma
planta herbacea perene, rizomatosa, ereta, caule pouco ramificado com 30-60 cm de
altura. A planta apresenta folhas pinatifidas, membranaceas, com a face inferior de
cor prateada, medindo de 6-16 cm de comprimento e as flores sao esbranquicadas e
discretas. E originaria da Asia e naturalizada em quase todo o mundo (LORENZI;
MATOS, 2008).

Artemisia é uma erva aromatica, utilizada para fins culinérios, na preparacéao
de temperos e licor, além de ser bastante conhecida pelo seu uso na medicina
popular (SUJATHA; KUMARI, 2008). E reconhecida como analgésica,
antiespasmadica, anticonvulsiva, sendo empregada também para dispepsia,
epilepsia, dores reumaticas, febres, anemias e para expelir parasitas intestinais. A
planta é usada na tradicional medicina européia para o tratamento de colicas
menstruais e amenorreia (TEIXEIRA DA SILVA, 2004). Como precaucéo, seu uso

também é restringido para mulheres gravidas (MABEY et al., 1988).

A

FIGURA 7 — DESENHO BOTANICO E PARTE AEREA DE Artemisia vulgaris

FONTE:

A — Desenho botanico de A. vulgaris, com detalhe de seus ramos, folhas, frutos, semente.
ZANDHOOGTE. Disponivel em: <http://www.zandhoogte.nl/plantenlijst/index.php?act=view&id=56>
Acesso em 24/10/2010.

B - Parte aérea de A. vulgaris. FARMER,C. 2003. Disponivel em: <http://www.plant-
identification.co.uk / skye/compositae/artemisia-vulgaris.htm> Acesso em: 24/10/2010.
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O oOleo essencial de A. vulgaris contribui majoritariamente com as
propriedades biologicas apresentadas pela erva. Por esta razdo, a composicao
quimica deste Oleo foi investigada por diversos autores (JUDZENTIENE;
BUZELYTE, 2006).

De acordo com a literatura, a composi¢ao do 6leo essencial da parte aérea de
plantas de A. vulgaris cultivadas na india, Sérvia e Lituania apresentou diferencas
entre 0s componentes principais. Entretanto, os compostos 1,8-cineol e a-tujona
foram identificados em todas as amostras analisadas (HAIDER et al.,, 2003;
JUDZENTIENE; BUZELYTE, 2006; BLAGOJEVIC et al., 2006).

Como as raizes de A. vulgaris sdo também utilizadas como remédio popular,
Blagojevic et al. (2006) também avaliaram a composi¢cao quimica do 6leo essencial
das raizes e identificaram como principais componentes (Z)-3,7-dimetil-2,6-octadienil
2-metilbutanoato, B-eudesmol e 3-metilbutanoato. Nenhum destes compostos foi
encontrado na parte aérea, demonstrando as potenciais diferencas nas propriedades
biolégicas apresentadas pelos diferentes 6rgdos das plantas. As raizes de A.
vulgaris também sao conhecidas por apresentar inulina (USDA-ARS-NGRL, 2004).

Além das diferencas de composicdo entre os 6rgdos das plantas, extratos
obtidos pelo uso de diferentes solventes também apresentam composi¢cao quimica e
propriedades bioldgicas diferentes. Para extratos metandlicos de A. vulgaris ja foram
descritas atividades hepatoprotetoras (GILANI et al., 2005), anti-helminticas (CANER
et al., 2008), antiespasmadica e broncodilatadora (KHAN; GILANI, 2009). A atividade
hepatoprotetora da erva foi confirmada por Gilani et al. (2005) em ratos com hepatite
induzida. O pré-tratamento dos animais com o extrato da planta provocou melhora
do tecido hepatico, diminuindo o inchago celular e o numero de células em apoptose.

A atividade antiespasmadica do extrato metandlico da planta foi avaliada por
Khan e Gilani (2009), os quais verificaram que o extrato foi capaz de relaxar
contracdes musculares de preparacdes de jejuno de coelho. Os autores também
constataram um efeito broncodilatador causado pelo extrato metandlico da planta na
traquéia de ratos, o que justifica a indicacdo desta planta para o tratamento de
asma, conforme descrito na medicina popular. Khan e Gilani (2009) concluiram que
A. vulgaris apresenta um efeito relaxante na musculatura lisa, possivelmente,
mediado pela combinacdo de mecanismos anticolinérgico e antagonista de calcio.

Os autores supdem que o efeito anticolinérgico de A. vulgaris pode ser devido aos
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alcaldides presentes na planta e o efeito antagonista de célcio aos flavonoides,
compostos conhecidos por possuirem tais atividades.

As espécies A. vulgaris e A. absinthium foram utilizadas por Caner et al.
(2008) na avaliagdo do potencial anti-helmintico ja relatado na literatura informal
para estas plantas. O extrato metandlico da parte aérea foi capaz de reduzir a
quantidade de larvas de Trichinella spiralis em musculo de rato. A espécie A.
vulgaris foi mais efetiva no combate ao parasita na fase adulta, diminuindo em
65,8% 0 numero de larvas em relacédo ao controle, enquanto A. absinthium diminuiu
em 51,9%, utilizando a mesma dose. Além disso, ndo foi observada toxicidade
aguda nos ratos, nas doses administradas.

O extrato hidroalcoolico de A. vulgaris foi testado in vivo em diferentes testes
a fim de confirmar o uso popular desta erva como analgésico, anti-inflamatério e
antiespasmaddico. O extrato na concentracdo de 1000 mg/kg inibiu em 59% as
contor¢cdes abdominais induzidas por acido acético, mas nao apresentou qualquer
efeito nos demais testes realizados, sugerindo que o extrato apresenta moderada

atividade antinociceptiva periférica (PIRES et al., 2009).

2.6 JUSTIFICATIVA

As plantas Artemisia absinthium e Artemisia vulgaris s&o ervas medicinais
facilmente encontradas no Brasil, nos comércios e em jardins e hortas para atender
ao seu uso na medicina popular (LORENZI; MATOS, 2008). Estas plantas sé&o
indicadas para o tratamento de diversas doencas e seu principal consumo é na
forma de cha (infusdo). Apesar disso, grande parte dos estudos com estas ervas
utilizam extratos metandlicos ou hidroalcodlicos e atribuem as atividades biolégicas
apresentadas a compostos do 6leo essencial ou a outros metabdlitos secundarios
(CANADANOVIC-BRUNET et al., 2005; PIRES et al.,, 2009; KREBS; OMER T.;
OMER B., 2010). No entanto, no cha consumido tradicionalmente, além de
compostos de baixa massa também estdo presentes moléculas de alta massa molar,
dentre as quais estdo os polissacarideos. Até o momento, ndo foram encontrados
dados na literatura sobre o0s polissacarideos presentes na parte aérea destas

espécies.
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Considerando que polissacarideos extraidos de diferentes fontes vegetais ja
apresentaram inumeras propriedades terapéuticas, destacando entre elas a
atividade antitumoral (XU et al., 2011; TAPER; ROBERFROID, 1999; WU, LEE,
2011) e que algumas espécies do género Artemisia ja apresentam atividade
antiproliferativa sobre alguns tipos de cancer (RETHY et al., 2007; NAWAB et al.,
2011), torna-se relevante o estudo dos polissacarideos das espécies A. absinthium e
A. vulgaris e avaliagéo da atividade antitumoral destes compostos.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Isolar e caracterizar polissacarideos das folhas de A. vulgaris e A. absinthium
e avaliar o potencial antitumoral dos polissacarideos e das infusfes das ervas sobre
as ceélulas de leucemia humana THP-1.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Obter polissacarideos das folhas de A. vulgaris e A. absinthium por infusdo (cha);

- Analisar as fracfes obtidas quanto ao teor de agucar total e proteina;

- Caracterizar as fra¢gdes quanto a sua composi¢cdo monossacaridica e
homogeneidade;

- Purificar a fracao de interesse e caracteriza-la estruturalmente;

- Avaliar o efeito das fragcfes polissacaridicas brutas, das infusdes preparadas da
forma tradicional e da fracao purificada sobre as células THP-1 quanto a viabilidade
celular;

- Avaliar o efeito das fracGes sobre a proliferacdo das células THP-1;

- Verificar o potencial das fragdes em induzir da diferenciacao das células THP-1 em

macroéfagos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 OBTENCAO DAS ESPECIES VEGETAIS

A espécie A. vulgaris foi cedida gentilmente pelo Laboratério Santos Flora
Comeércio de Ervas Ltda — SP (Lote ARTER01/0310, fabricacdo 03/2010).

A espécie A. absinthium foi adquirida em loja de produtos naturais, sob o Lote
LOSNRO01/0109, fabricacdo 01/2009, da empresa Hubert Comércio de Produtos
Alimenticios Ltda (SP).

As plantas foram adquiridas secas e a parte aérea (sem flores) ndo triturada
foi utilizada para extracdo dos polissacarideos.

4.2 PREPARACAO DO CHA (INFUSAO)

Para reproduzir o cha usado na medicina popular, as ervas secas foram
preparadas na forma de infusdo, na medida utilizada popularmente (1 colher de cha
da erva para 1 xicara de cha de agua = 200 ml) como descrita em Lorenzi e Matos
(2008). Agua fervente foi adicionada sobre as ervas em um recipiente, o qual foi
tampado e o sistema mantido nestas condicbes até amornar (temperatura

aproximada 40 °C). Em seguida, o extrato foi filtrado e liofilizado.

4.3 EXTRACAO DOS POLISSACARIDEOS POR INFUSAO

As partes aéreas secas de A. absinthium (10 g) e A. vulgaris (13 g), sem
passar por processo de trituracdo, foram submetidas a extracdo por infusdo com 2
litros de agua destilada fervente. A quantidade de erva para a infusdo foi

proporcional a usada popularmente, conforme descrito no item 4.2.
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Os extratos foram em seguida filtrados, concentrados em rotaevaporador e
precipitados com 4 volumes de etanol para obtencdo dos polissacarideos. A solucao
foi mantida em geladeira durante a noite e centrifugada no dia seguinte a 8000 rpm,
por 20 minutos. O precipitado foi lavado duas vezes com etanol e seco em estufa a
vacuo. Foram realizadas varias extra¢des para obtencdo de quantidade suficiente de
amostra para realizacdo dos experimentos. Os polissacarideos obtidos das infusdes
foram reunidos em uma fracdo Unica. A fracdo polissacaridica bruta obtida da

espécie A. absinthium foi denominada API e da espécie A. vulgaris (VPI).

4.4 PURIFICACAO DO POLISSACARIDEO OBTIDO POR INFUSAO DE A.

absinthium

Os polissacarideos obtidos por precipitacdo etanodlica da infusdo da parte
aérea de A. absinthium (API) foram purificados utilizando os métodos descritos a

seqguir.

4.4.1 Dialise fechada

A amostra bruta (API) foi inicialmente submetida a diélise fechada contra 4gua
destilada em membrana com limite de exclusédo de 12.000 Da, durante 48 horas. Em
seguida, a amostra retida na membrana de didlise e o material dialisavel em

membrana foram concentrados em rotaevaporador, congelados e liofilizados.

4.4.2 Fracionamento por congelamento e degelo

A amostra retida na membrana de dialise (API-DI) foi submetida a
fracionamento por congelamento e degelo. ApGs solubilizar a amostra em agua

destilada, esta foi congelada e em seguida, descongelada a temperatura ambiente.
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O material ndo soltvel em 4gua fria (API-IS) foi separado do sobrenadante soluvel
(API-S) por centrifugacao (15.000 rpm, 10 min, 5 °C). O processo foi repetido até
gque nao houvesse mais formacdo de precipitado insolivel no processo de

congelamento/degelo.

4.4.3 Remocao enzimatica do amido

A fracdo soluvel em agua fria de A. absinthium (API-S) foi submetida a
remocao enzimatica do amido. A amostra foi solubilizada na concentracdo de 10
mg/ml em tampé&o fosfato 20 mmol/l, pH 6,9 contendo 6,7 mmol/l de NaCl. Foram
utiizadas as enzimas amiloglucosidase (Megazyme) e a-amilase termoestavel
(Sigma), na concentracédo de 0,3 unidades/ml de amiloglucosidase e 0,09 ul de a-
amilase por ml de solucédo de polissacarideo. A reacdo foi mantida sob agitacéo
durante 20 horas a 55 °C. Posteriormente, a enzima foi inativada por fervura durante
15 minutos, o material centrifugado e o residuo contendo as enzimas desnaturadas
foi descartado. O sobrenadante foi precipitado com quatro volumes de etanol e
mantido sob refrigeracdo durante a noite. O material foi em seguida centrifugado, o
residuo lavado com etanol, ressolubilizado e dialisado por 48 horas em membrana
com limite de exclusdo de 12000 Da. Apds nova precipitacdo, a amostra livre de
amido (API-AM) foi centrifugada, lavada trés vezes com etanol e seca em estufa a

Vvacuo.

4.4.4 Fracionamento por filtracédo

ApOs remocgdo enzimatica do amido, a fracdo API-AM foi submetida a
ultrafiltracdo em membrana com limite de exclusao de 30 kDa (Millipore). A amostra
foi filtrada por um sistema de filtragéo acoplado a um cilindro de ar comprimido. Em
seguida, as amostras eluida (API-EL) e retida na membrana (API-RT) foram

congeladas e liofilizadas.
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ApGs este processo a amostra eluida (API-EL) foi filtrada em membrana de
0,1 pm.

4.5 CARACTERIZACAO DOS POLISSACARIDEOS

4.5.1 Composi¢cdo monossacaridica

A composicdo monossacaridica das fracdes obtidas foi determinada apés
hidrélise dos polissacarideos com TFA 2 mol/l, por 5 horas em banho fervente. Ap6s
a hidrélise, o excesso de acido foi removido por evaporacdao (ADAMS, 1965;
BIERMANN; McGINNIS, 1989).

4.5.2 Reducéo, acetilacdo e extracdo dos produtos acetilados

Os monossacarideos resultantes da hidrélise foram dissolvidos em agua
destilada e reduzidos com NaBH,; por aproximadamente 16 horas (WOLFROM;
THOMPSON, 1963b). Apos reducédo, o material foi tratado com resina catidnica para
decomposicdo do excesso do agente redutor e remocdo do sédio. Em seguida, o
material foi filtrado e evaporado até a secura. Foram realizadas trés lavagens com
metanol para remocdo do boro residual, na forma de borato de trimetila. ApGs
completa secura, os alditéis foram acetilados com anidrido acético e piridina na
propor¢cao de 1:1 (v/v), por aproximadamente 1 hora em estufa a 100 °C
(WOLFROM; THOMPSON, 1963a). O processo de acetilacédo foi interrompido pela
adicao de gelo moido e os acetatos de alditois extraidos com cloroformio. A piridina
residual foi removida por sucessivas lavagens com sulfato de cobre 5% e agua
destilada de forma intercalada. A fase cloroférmica foi lavada diversas vezes com
agua destilada e evaporada a temperatura ambiente. Os acetatos de alditéis

resultantes foram analisados por cromatografia liquido-gasosa (GLC).
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4.5.3 Hidrdlise da frutana

A infusdo de A. vulgaris (VI) e a fracdo polissacaridica bruta obtida por
precipitacdo etanodlica da infusdo desta espécie (VPI), na concentracdo de 5 mg/ml,
foram hidrolisadas com H,SO4 10 mmol/l (pH 2), em banho-maria fervente, por 15
minutos. Apods hidrdlise, a solucdo foi neutralizada com carbonato de bario e em
seguida, as amostras foram filtradas para remoc¢do do sal insoluvel formado. Para
verificar a presenca de frutose nas amostras, estas foram ressolubilizadas em agua
ultrapura e analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e

cromatografia em camada delgada.

4.5.4 Analise da homogeneidade

Para analise da homogeneidade as amostras foram solubilizadas em solugao
de NaNO, 0,1 mol/l contendo 200 ppm de NaNsz para obter concentracdo
polissacaridica final de 1 mg/ml. Em seguida, as solu¢des foram filtradas em
membranas de acetato de celulose de 0,22 um e analisadas por cromatografia de
excluséo estérica de alta performance (HPSEC).

4.5.5 Determinacédo do dn/dc e calculo da massa molar

A taxa de variagdo do indice de refragdo com a concentracdo (dn/dc) foi
determinada para a fracdo pura (API-F1), obtida ap6s os processos de purificacao
da fracdo polissacaridica bruta proveniente da infusdo de A. absinthium. Para isto,
foi preparada uma solucdo do polissacarideo na concentracdo de 1 mg/ml em
NaNO:2 0,1 mol/l contendo 200 ppm de NaNs, a qual foi filtrada em membrana de
0,22 um, sendo posteriormente diluida para as concentrac¢des de 0,2, 0,4, 0,6 e 0,8

mg/ml. As amostras foram analisadas por HPSEC, utilizando-se apenas o detector
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de indice de refracdo. Os calculos para determinacdo do dn/dc foram realizados
utilizando o software Astra.

A massa molar do polissacarideo API-F1 foi determinada a partir do grafico da
homogeneidade da amostra e do valor de dn/dc calculado, através do software

Astra.

4.5.6 Carboxi-reducao

Os grupos carboxilicos provenientes dos acidos urdnicos da fracdo API-F1
foram reduzidos as suas correspondentes unidades glicosidicas neutras pelo
método de Taylor e Conrad (1972) modificado por Stone e Anderson (1985). A
fracdo (80 mg) foi solubilizada em 8 ml de tampdo MES 0,2 mol/l (acido 2-(N-
morfolina)-etanossulfénico), pH 4,75. A seguir, adicionou-se, aos poucos e sob
agitacdo 163,7 mg de 1-ciclo-hexil-3-(2-morfolinoetil)carbodiimida metap-
toluenossulfonato (CMC). A solugcéo permaneceu por uma hora sob agitacao e entéo
adicionou-se tampdo TRIS 2 mol/l (acido N-tris[hidroximetiljmetil-2-aminioetano
ssulfénico), pH 7,0, até estabilizacdo do pH da solucdo em 7,0. Posteriormente,
acrescentou-se NaBH,; aos poucos, sob agitacdo, na presenca de octanol, até
concentracéo final de 2 mol/l. A mistura permaneceu sob agitacdo durante a noite e
a reducao foi interrompida pela adicdo de acido acético 50% até pH 5,4. O material
foi submetido a dialise contra agua destilada, NaCl 0,5 mol/l e agua ultrapura,
respectivamente, utilizando membranas com limite de exclusdo de 12000 Da,
durante 72 horas, e em seguida, congelado e liofilizado.

A fracdo carboxi-reduzida obtida foi denominada API-CX, e apés hidrolise e
derivatizacdo, conforme descrito nos itens 4.5.1. e 4.5.2, foi analisada por

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GLC-MS).
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4.5.7 Metilacao

A fragdo API-F1 foi metilada pelo método descrito por Kvernheim (1987). O
polissacarideo (2 mg) foi seco durante a noite em pistola a vacuo contendo P,Os.
Sob atmosfera de nitrogénio, foi adicionado 400 pl de DMSO e a amostra foi mantida
a 50 °C por 2 horas sob agitacdo magnética. Em seguida, a amostra foi resfriada a
temperatura ambiente e adicionado 100 pl de butil-litio (15% em hexano). A solucéo
foi aquecida a 40 °C e mantida sob agitacao por 1 hora. Apds este tempo, a amostra
foi resfriada em banho de gelo até congelar e adicionado 200 pl de iodeto de metila.
A mistura foi deixada descongelar e agitada por 1 hora a temperatura ambiente. A
extracdo do metilado foi realizada pelo método de Harris et al. (1984), utilizando 3 ml
de cloroférmio:metanol (2:1), a mistura foi agitada e em seguida, foi adicionado 2 ml
de agua destilada. A fase cloroférmica foi lavada mais trés vezes com agua destilada
e evaporada sob banho (90 °C). O processo de metilacéo foi repetido mais uma vez
e em seguida, o material metilado foi hidrolisado com 1,0 ml de &cido féormico 90%
sob banho fervente por 1 hora. Apoés isso, foi adicionado 1,0 ml de TFA 2 mol/l e a
amostra permaneceu por mais 2 horas em banho fervente. O &cido foi evaporado a
temperatura ambiente e o metilado foi ressuspenso em agua destilada, reduzido
com NaBH, e acetilado conforme descrito no item 4.5.2. Apos derivatizacdo, 0s
acetatos de alditéis parcialmente metilados foram analisados por cromatografia

liquido-gasosa acoplada a espectometria de massa (GLC-MS).

4.5.8 Oxidagdo com periodato de sddio

Em uma solugdo aquosa a 10 mg/ml do polissacarideo API-F1, foi adicionado
0 agente oxidante metaperiodato de sodio (NalO4) para uma concentracao final de
0,05 mol/l. A solugcdo permaneceu durante 72 horas no escuro, sob agitacdo
magnética, a temperatura ambiente. A reacdo foi interrompida com a adicdo de
etilenoglicol, sendo posteriormente dialisada contra agua corrente durante 48 horas.
A fracao foi, entdo, reduzida com NaBH, (pH 10,0) durante a noite. Em seguida, a
solucéo foi neutralizada com acido acético e posteriormente dialisada contra agua
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corrente por mais 48 horas. O polidlcool resultante (API-OPE) foi submetido a

analise de composi¢cdo monossacaridica.

4.5.9 Polarimetria

As andlises de rotacdo Optica foram efetuadas em polarimetro digital PDA
8200-ACATEC, em lampada de halogénio com filamento de tunsgténio, filtro de 589
nm e caminho Optico de 1,0 dm. A amostra purificada (API-F1) foi solubilizada em
agua em uma concentracdo de 0,3% (m/v). Os valores experimentais do angulo de
desvio da luz plano polarizada a, fornecidos pelo aparelho, foram utilizados para o
calculo da rotacdo optica especifica dos polissacarideos, [a]®p das solugBes
conforme a equacao: [a]*°p = a x100/L.c, onde: L corresponde ao comprimento do

caminho Gptico (dm) e ¢ a concentracao da solucao.

4.6 METODOS ANALITICOS

4.6.1 Métodos cromatograficos

4.6.1.1 Cromatografia liquido-gasosa (GLC)

A cromatografia liquido-gasosa (GLC) foi realizada em um cromatografo
THERMO Trace GC Ultra, equipado com detector de ionizagdo em chama, utilizando
hélio como gas de arraste, com fluxo de 1 ml/min. Uma coluna capilar de silica
fundida DB-225 [30 m x 0,25 mm (d.i.)] foi usada.
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4.6.1.2 Cromatografia liquido-gasosa acoplada a espectrometria de massa
(GLC-MS)

A cromatografia liquido-gasosa acoplada a espectrometria de massa (GLC-
MS) foi realizada em um cromatégrafo Varian Saturn 2000R - 3800 acoplado a um
espectrometro de massa Varian lon-Trap 2000R, utilizando a coluna capilar de silica
fundida DB-225 (30 m x 0,25 mm) e hélio ultrapuro, a um fluxo de 1 ml/min, como
gés de arraste. Os acetatos de alditois parcialmente metilados foram analisados por

este equipamento a uma temperatura de 50 - 210 °C (40 °C/min).

4.6.1.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

As andlises de HPLC foram realizadas em equipamento Shimadzu equipado
com: unidade de controle CBM-10A, forno CTO-10A, bomba LC-10AD e detector de
indice de refracdo RID-10A. Foi utilizada uma coluna Supelcogel Pb, 30 cm x 7,8
mm e as andlises foram realizadas a 80 °C e fluxo de 0,5 ml/min. A fase movel
utilizada foi &gua ultrapura filtrada em membrana de acetato celulose com
porosidade de 0,22 um e sonicada. Foi utilizado como padrédo uma solugdo de
frutose, solubilizada a 1 mg/ml em agua ultrapura e filtrada em membrana de 0,22
um. As amostras VI e VPI hidrolisadas e posteriormente neutralizadas, foram

ressolubilizadas em &gua ultrapura e filtradas em membrana de 0,22 pm.

4.6.1.4 Cromatografia em camada delgada

Para verificar a presenca de frutose na infusdo e na fracdo polissacaridica
bruta da infusdo obtidas de A. vulgaris foi realizada uma cromatografia em camada
delgada conforme descrito por Sims, Cairns e Furneaux (2001). Foi utilizada como
fase estacionaria uma placa de silica Gel (Macherey-Nagel). A placa foi
desenvolvida trés vezes em 1-butanol/2-propanol/H,O na proporgéo de 3:12:4 (v/v/v)
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a temperatura ambiente. Os monossacarideos foram visualizados utilizando
reagente uréia-acido fosforico (WISE et al., 1955), especifico para cetoses. Em

seguida, a placa foi aquecida em estufa a 105 °C por 30 minutos.

4.6.1.5 Cromatografia de exclusao estérica acoplada a deteccao por
espalhamento de laser multiangulos, indice de refracdo e ultravioleta
(HPSEC-MALLS/RI/UV)

As andlises de homogeneidade e determinacdo da massa molar foram
efetuadas em um cromatografo de exclusdo estérica de alta pressdao (HPSEC),
equipado com detector de indice de refracao (RI) diferencial WATERS modelo 2410,
detector de espalhamento de luz em multiangulos (MALLS) WYATT TECHNOLOGY
modelo DAWN DSP, com 18 canais acoplados em série e um detector de ultravioleta
Pharmacia LKB Uvicord VW 2251 no comprimento de onda de 280 nm. Foram
utilizadas quatro colunas de gel permeacdo WATERS em série, com limites de
exclusdo de 7x10°, 4x10°, 8x10* e 5x10° g/mol. O eluente utilizado foi uma solucdo
de NaNO; 0,1 mol/l contendo NaN3 200 ppm a 25 °C, com fluxo de 0,6 ml/min,
pressao de 920 psi, monitorados por bomba peristaltica WATERS 515.

4.6.2 Métodos espectroscopicos

4.6.2.1 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os polissacarideos foram solubilizados em D,0O e as andlises efetuadas em
tubos de 5 mm de didmetro. As determinagcbes de RMN foram realizadas no
aparelno BRUKER, modelo AVANCE DRX-400 acoplado a um transformador
Fourier, com ressonancia de *C de 100 MHz, utilizando a temperatura de 50 °C ou
70 °C. Os deslocamentos foram expressos em ppm, utilizando a ressonancia dos

grupos CHs; da acetona como padréo interno (*3C, & 30.2).
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4.6.2.2 Espectroscopia de infravermelho

As amostras foram analisadas por espectroscopia de infravermelho (FT-IR -
Fourier transform-infrared), em espectrofotdometro BOMEM MB-100 (Hartman &
Braun, Canada). Os espectros foram coletados no modo de absorbancia na
freqiiéncia de 4000-400 cm™, numa resolucdo de 4 cm™, 32 scans, empregando
amostras solidas pulverizadas. Foram preparadas pastilhas usando 2 mg de
polissacarideo para 148 mg de brometo de potassio (KBr) de grau espectroscopico.
Como branco utilizou-se uma pastilha de KBr. Antes da preparacdo das pastilhas, o
KBr foi desidratado a 120 °C durante 24 horas e as amostras secas com P,Os sob

Vacuo.

4.6.3 Métodos espectrofotométricos

4.6.3.1 Dosagem de acucar total

O teor de carboidrato nas amostras foi quantificado pelo método fenol-acido
sulftrico (DUBOIS et al., 1956) usando padrdo de galactose em concentracfes de
20-100 pg/ml e leitura realizada em comprimento de onda de 490 nm.

4.6.3.2 Dosagem de proteina

As dosagens de proteina foram realizadas pelo método de Bradford (1976)
usando padrdo de albumina bovina nas concentracbes de 1-50 pg/ml e leitura
realizada em comprimento de onda de 595 nm.

4.6.3.3 Dosagem de compostos fendlicos

O conteudo de compostos fendlicos nas amostras foi determinado pelo

meétodo de Folin-Ciocalteu, adaptado de Singleton, Orthofer e Lamuela-Raventos
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(1999). O padréo utilizado foi o acido gélico nas concentragdes de 5-100 pg/ml e a

leitura realizada em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 765 nm.

4.6.3.4 Dosagem de &cidos urbnicos

Os &cidos urdnicos foram dosados pelo método do m-hidroxibifenil,
desenvolvido por Blumenkrantz e Asboe-Hansen (1973), utilizando como padrao
acido galacturbnico nas concentracbes de 5-100 pg/ml e leitura realizada em
comprimento de onda de 520 nm.

4.6.3.5 Dosagem de frutose

A proporcéo de frutose livre e combinada nas amostras obtidas de A. vulgaris
foi quantificada por uma modificacdo do método da antrona (POLLOCK, 1982)
descrito primeiramente por Jermyn (1956). As amostras foram agitadas com o
reagente antrona (0,2% de antrona em acido sulfdrico 76% v/v) e ap6s 10 minutos
em banho a 37 °C, a leitura foi realizada em espectrofotometro a 620 nm. Como

padrao foi utilizada solugéo de inulina nas concentracfes de 20-100 pg/ml.

4.7 SOLUCOES E PROCEDIMENTOS UTILIZADOS NOS EXPERIMENTOS
DE ATIVIDADE BIOLOGICA IN VITRO

Os experimentos de atividade biol6gica foram realizados no Laboratério de
Cultivo Celular e Oxidacdes Biologicas. Desta forma os meios de cultura de células e
demais solucdes utilizados nestes experimentos foram preparados de acordo com

os procedimentos de rotina do Laboratorio.

4.7.1 Solucdes e meio de cultivo
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4.7.1.1 Solugao salina tamponada

A solucéo salina tamponada (PBS) em pH 7,4, foi preparada como solucdo
estoque cinco vezes concentrada, sendo constituida por: Na,HPO,4 40,5 mmol/l,
KH,PO,4 7,3 mmol/l e NaCl 680 mmol/l. Esta solugéo foi esterilizada em autoclave a
120 °C por 30 minutos e armazenada a 4 °C. Para o uso, a solucéo foi diluida com

agua ultrapura estéril.

4.7.1.2 Solucao salina balanceada de Hank

A solucgao salina balanceada de Hanks (HBSS) (HANKS; WALLACE, 1949) foi
preparada através da mistura de duas solucdes A e B, as quais foram preparadas na
forma de solucBes estoque em concentracdo vinte vezes superior. A solucdo é
constituida por NaCl 2,7 mol/l, KCl 104 mmol/l, CaCl, 19,7 mmol/l e MgSO,4 7H,0
16,2 mmol/l e a solugdo B por Na,HPO, 8,4 mmol/l, KH,PO,4 8,7 mmol/l e glucose
100 mmol/l. As duas solucbes sdo misturadas e diluidas com agua e seu pH

ajustado para 7,4. A solucao resultante foi esterilizada por filtracéo.

4.7.1.3 Solucao de Bouin

A solucdo de Bouin foi preparada na propor¢cdo de 15:5:1 de &cido picrico,
formaldeido e acido acético, sendo que o acido acético foi adicionado a solucdo

somente no momento do experimento.

4.7.1.4 Meio de cultivo

O meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640), utilizado para cultura

das ceélulas, foi reconstituido em agua ultrapura e esterilizado por filtracdo sob



61

pressao com membrana de acetato de celulose estéril com poro de 0,22 um. O meio
foi suplementado com 10% de soro fetal bovino, 100 U/ml de penicilina, 100 ug/ml
de estreptomicina e o pH ajustado a 7,4 com solucao estéril de bicarbonato de sédio

a 0,1 mol/l. Posteriormente, foi estocado sob refrigeragao.

4.7.2 Linhagem celular e cultivo

A linhagem celular de leucemia monocitica aguda humana (THP-1) utilizada
nos experimentos biolégicos in vitro, foi adquirida do banco de células do Rio de
Janeiro (BCRJ) em 04/05/2011 (Lote 000125). A linhagem foi mantida em meio
RPMI 1640, a 37 °C sob atmosfera de 5% de CO..

4.7.3 Preparo das solugbes dos polissacarideos e das infusbes para
avaliacé@o da atividade bioldgica

Para os testes de atividade bioldgica, os polissacarideos e as infusées foram
solubilizados em &gua ultrapura e esterilizados por filtracdo em membrana de
acetato celulose estéril com poro de 0,22 um. Em seguida, as solu¢des foram
diluidas em meio RPMI para as concentracdes adequadas para cada experimento. A
quantidade de acucar total das amostras antes e depois de filtradas foi quantificada
pelo método de Dubois et al. (1956) e nado foi verificada perda de material

ocasionada pela filtracao.

4.7.4 Células THP-1 diferenciadas (macrofagos)

4.7.4.1 Inducgédo da diferenciagao celular

Para promover a diferenciacdo das células THP-1 de mondcitos para

macrofagos foi utilizado como agente indutor o éster de forbol — PMA. O protocolo
de diferenciacao foi adaptado de Daigneault et al. (2010).
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Inicialmente os mondcitos foram plaqueados na densidade celular de 2x10°
células/poco em placas de 96 pocos, ja em contato com o agente indutor (PMA)
diluido no meio RPMI na concentracdo de 200 nmol/l. Apds dois dias de exposicao
ao indutor, o meio foi removido e foram realizadas duas lavagens usando meio livre
de PMA. As células aderentes foram incubadas por mais dois dias, com trocas
diarias do meio para remocéo total do agente indutor. Apos este periodo, as células

THP-1 diferenciadas (THP-1d) foram expostas aos tratamentos ou ao controle.

4.7.4.2 Avaliacdo da viabilidade celular

Os ensaios de viabilidade celular foram realizados a fim de determinar as
concentracfes adequadas dos polissacarideos e das infusdes que seriam utilizadas
nos experimentos posteriores. Estes ensaios foram realizados sobre as células THP-
1 diferenciadas (THP-1d), conforme descrito no item 4.7.4, as quais aderem na placa
e facilita a avaliacdo da viabilidade celular pelos métodos do MTT e cristal violeta.

4.7.4.2.1 Método do MTT

O método do MTT (REILLY et al., 1998) € um ensaio colorimétrico que avalia
a viabilidade das células através de sua atividade metabdlica. Este ensaio se baseia
na reducédo do MTT (brometo de 3-metil-[4-5-dimetiltiazol-2-il]- 2,5 difeniltetrazdlio), o
qual apresenta coloracdo amarela, a cristais de formazan que possuem coloracao
parpura. A reducdo do MTT é realizada por desidrogenases mitocondriais que sO
estdo ativas em células viaveis.

As células foram plaqueadas na densidade de 2x10° células/poco em placas
de 96 pocos. ApOs o processo de inducdo da diferenciagdo, as células aderentes
foram lavadas com PBS e tratadas com as infusdes, com os polissacarideos brutos
das duas espécies e também com o polissacarideo purificado de Artemisia
absinthium (API-F1). As concentracdes utilizadas no ensaio foram de 25, 50, 100,

250 e 500 pg/ml para todos os compostos testados e as células foram incubadas a
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37 °C, 5% CO, por 48 horas. Em seguida, a viabilidade das células foi determinada
pelo método do MTT (REILLY et al., 1998)

Apo6s 48 horas do tratamento das células THP-1d com os compostos e com o
controle (meio), o sobrenadante foi descartado e realizada uma lavagem com PBS.
Em seguida foi adicionada a solugédo de MTT (0,5 mg/ml) em HBSS preparada no
dia do experimento. As placas foram incubadas por 3 horas em estufa a 37 °C, 5%
de CO,. ApOs este tempo, a solugdo de MTT foi retirada e adicionou-se DMSO para
solubilizar os cristais de formazan formados. A absorbancia foi determinada em leitor
de microplaca Epoch BioTek a 550 nm. A intensidade de coloracdo é proporcional
ao numero de células viaveis. Os resultados foram expressos em porcentagem de

células viaveis em relacdo ao controle considerado como 100%.

4.7.4.2.2 Cristal Violeta

O método do cristal violeta (KUENG; SILBER; EPPENBERGER, 1989) avalia
a viabilidade celular através da coloracdo dos acidos nucléicos das células aderidas
na placa, as quais sdo consideradas viaveis.

Para este ensaio as células foram plaqueadas e diferenciadas da mesma
forma do ensaio do MTT e apls 48 horas do tratamento das células com os
compostos e com o controle, o sobrenadante foi removido e realizada uma lavagem
com PBS. As células aderidas foram fixadas com metanol por 5 minutos e em
seguidas coradas com solucéo de cristal violeta 0,2% em etanol 2% por 5 minutos.
O excesso de corante foi removido por lavagens sucessivas com PBS e em seguida
o cristal violeta absorvido pelo nacleo das células foi dissolvido em solucéo de citrato
de sédio 0,05 mol/l em etanol 50%. Ap6s 10 minutos foi realizada a leitura da
absorbancia no comprimento de onda de 550 nm. Os resultados foram expressos

em porcentagem de células viaveis em relagéo ao controle considerado como 100%.



64

4.7.4.3 Analise da morfologia celular

Para avaliar se as infusdes das plantas A. vulgaris e A. absinthium promovem
alteracdes morfolégicas nas células THP-1d foi realizado um ensaio de morfologia
celular. Neste ensaio, as células THP-1 foram plaqueadas na concentracdo de 4x10°
células/poco, jA em contato com o agente indutor da diferenciacdo — PMA (200
nmol/l). Foram utilizadas placas de 24 pocos contendo laminulas redondas de vidro
estéreis. ApOs dois dias em contato com o agente indutor, 0 meio das células foi
removido e foram realizadas duas lavagens usando meio livre de PMA. As células
aderentes foram incubadas com as infusdes nas concentracdes de 250 e 500 pg/ml,
com LPS (100 ng/ml) como controle positivo e somente com 0 meio RPMI como
controle positivo. Apés 48 horas de incubacdo o sobrenadante foi removido e as
laminulas lavadas duas vezes com PBS. Para a observacdo das laminulas em
microscopia Optica, as células foram fixadas em solucdo de Bouin por cinco minutos,
lavadas duas vezes com alcool 70% e em seguida com agua ultrapura. As laminulas
foram entdo coradas usando a técnica da Hematoxilina-Eosina. Inicialmente as
laminulas foram imersas na hematoxilina por 90 segundos e em seguida lavadas em
agua corrente por 10 minutos. ApOs este tempo, as laminulas foram imersas na
eosina por 30 segundos e lavadas com &lcool 70%. ApOs este processo, as
laminulas foram submetidas a desidratacdo por imersdo em solucdes de acetona e
xilol em diferentes propor¢cées. Em seguida as laminulas foram montadas com
Entellan® (MERCK) e fotografadas em microscopio Olympus BX40 com camera de

captura DP071 acoplada.

4.7.5 Células THP-1 nao-diferenciadas (mondcitos)

4.7.5.1 Ensaio de viabilidade celular por azul de tripan

Apés determinacdo das concentragcdes dos polissacarideos e das infusbes

escolhidas a partir dos meétodos do MTT e do cristal violeta, a toxicidade dos
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compostos também foi avaliada sobre as células THP-1 ndo-diferenciadas
(mondcitos) utilizando o ensaio do azul de tripan.

As células foram plaqueadas na densidade de 1x10° células/poco em placas
de 24 pocgos, ja em contato com os tratamentos, nas concentracdes de 250 e 500
pug/ml, e com o controle (somente meio). Apds 120 horas do tratamento, as células
foram coletadas, centrifugadas a 2000 rpm por 12 minutos e ressuspensas em meio.
Foi adicionado a esta suspensédo 10% do corante de exclusdo azul de tripan (0,4%
em PBS) o qual penetra no interior das células que perderam a integridade da
membrana (invidveis) e assim desenvolvem coloracéo azul.

O numero de células viaveis e ndo viaveis foi contado em camara de
Neubauer sob microscopio Optico e a porcentagem de células viaveis foi calculada
utilizando a seguinte férmula: % células viaveis = n° de células ndo-coradas (vivas) /

n° total de células contadas (coradas e ndo coradas)x100.

4.7.5.2 Avaliagéo da atividade antitumoral

Os ensaios para avaliar a acdo antitumoral dos compostos foram realizados
sobre as células de leucemia humana (THP-1) ndo-diferenciadas (mondcitos), as

quais foram mantidas sem estimulagao por PMA.

4.7.5.2.1 Ensaio de inducéo da diferenciacéo

As fragbes polissacaridicas e as infusfes das ervas foram avaliados quanto a
capacidade de interferir na diferenciacdo das células THP-1. Para isto, as células
foram plaqueadas na densidade de 1x10° células/poco em placas de 24 pocos, ja
em contato com os tratamentos e com o controle positivo (PMA) e negativo (somente
o meio RPMI) (Adaptado de WU; LEE, 2011). As células foram incubadas por 5 dias
e apos este tempo, a andlise da indugédo da diferenciacéo celular foi realizada por
meio da observacdo morfolégica das células em microscopio invertido Axiovert 40

CFL. As imagens foram capturadas com a camera Axio Cam, acoplada ao
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microscopio, no aumento de 200x. As fotos apresentadas nos resultados séo

representativas de trés experimentos independentes realizados em triplicatas.

4.7.5.2.2 Ensaio de proliferacdo celular

O efeito antiproliferativo dos polissacarideos e das infusdes obtidas das
plantas foi avaliado sobre as células de leucemia (THP-1) utilizando ensaio de
proliferacdo celular. As células foram plaqueadas na densidade de 1x10°
células/poco em placas de 24 pocos. As células foram plaqueadas ja em contato
com os tratamentos e com o controle - somente o0 meio RPMI. Apés os tempos de
24, 48, 72 e 120 horas as células foram coletadas, centrifugadas e ressuspensas em
meio RPMI. O namero de células viaveis foi contado em camara de Neubauer

utilizando o corante vital azul de tripan.

4.7.5.2.3 Analise de ciclo celular por citometria de fluxo

Para este ensaio as células THP-1 foram plaqueadas jA em contato com 0s
tratamentos ou com o controle (meio RPMI), na densidade de 5x10° células/placa
em placas de 60 mm de diametro. Neste ensaio s6 foram utilizados como tratamento
0S compostos que apresentaram capacidade de reduzir a proliferacdo das células
THP-1. Apés 48 horas em contato com o tratamento, as células foram coletadas e
centrifugadas a 3000 rpm, 5 minutos a 4 °C. O meio foi descartado e em seguida
foram realizadas duas lavagens com PBS. As células foram coradas com iodeto de
propideo suplementado com 0,1% de RNase, 0,1% de citrato de sédio e 0,1% de
Triton X-100, preparados em PBS, sendo em seguida incubadas no escuro a 4 °C
por 30 minutos. As amostras foram analisadas no equipamento FACScalibur (BD) e
os 10.000 eventos foram adquiridos usando como filtro de fluorescéncia FL2. A
porcentagem de células nas fases sub-G1l, G1 e G2/M foi obtida usando um
histograma (eixo X: filtro FL2, eixo Y: niUmeros de eventos) pelo software WinMDI

version 2.9 (desenvolvido por Joseph Trotter, disponivel na Web).
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4.8 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada pelo programa GraphPad Prism verséo 5.00
(San Diego, California, USA). Todos os experimentos foram realizados em triplicata
e repetidos ao menos trés vezes em dias diferentes. Exceto na analise de ciclo
celular, experimento que foi realizado em duplicata. Os dados estdo apresentados
como média * desvio padrdo. Os grupos de tratamento foram comparados a um
controle apropriado e a diferenca estatistica dos valores de média entre 0s grupos
foi avaliada por One-Way ANOVA com pés-teste de Tukey. Os valores de P < 0,05

foram considerados estatisticamente significativos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Artemisia absinthium

5.1.1 Obtencéo e caracterizagao da infuséo

A infusdo da parte aérea da planta A. absinthium foi preparada conforme
descrito na literatura popular (LORENZI; MATOS, 2008) a fim de reproduzir o cha
consumido. A infusdo de A. absinthium foi denominada Al (absinthium infusédo) e
apresentou um rendimento de 19% em relacdo a massa seca da erva. O rendimento
obtido é semelhante ao descrito para a infusdo da parte aérea de Ballota nigra cujo
rendimento foi de 24,4% de material liofilizado em relacdo a massa seca de ervas
usada na preparac¢ao da infusdo (VRCHOVSKA et al., 2007).

Considerando o rendimento de material liofilizado a partir da infusdo, é
possivel estimar que a cada xicara de cha consumida (200 ml) sdo ingeridas cerca
de 190 mg do material liofilizado, equivalente a 950 pug/ml. Este valor foi utilizado
para delimitar as doses utilizadas nos ensaios in vitro com as células THP-1.

A infusdo de A. absinthium foi analisada quanto ao teor de acuUcar total,
proteina e compostos fendlicos. A amostra Al apresentou um baixo conteddo de
proteina (2,7 + 0,18) e carboidratos (9,2% * 0,53). A quantidade de compostos
fendlicos encontrada na amostra (3,7% + 0,15) foi menor que a encontrada por
Amat, Upur e Blazekovi (2010), os quais quantificaram 6,15% de &cidos fendlicos em
uma preparacdo aquosa de A. absinthium. Provavelmente, esta maior quantidade de
compostos fenolicos encontrada se deve a forma de preparacao exaustiva usada por
estes autores (maceragdo das ervas em agua por 12 horas a 25 °C, seguida de
fervura por 1 hora).

A amostra Al foi analisada quanto a sua homogeneidade por HPSEC (figura
8) e apresentou perfil de eluicdo polimodal, devido a presenca de diversos
componentes indicados pelo detector do indice de refracdo, o qual fornece um sinal

proporcional & concentra¢do. E possivel notar que as moléculas que compdem a
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infusdo séo predominantemente de baixa massa molar, pois apresentaram um alto

tempo de eluicéo.
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FIGURA 8 - PERFIL DE ELUICAO POR HPSEC UTILIZANDO SOMENTE DETECTOR DE iNDICE
DE REFRACAO DA INFUSAO DA PARTE AEREA DE A. absinthium (Al).
FONTE: O autor (2012)

O espectro de RMN- **C da infus&o de A. absinthium (Al) esta apresentado na
figura 9. Devido a alta complexidade do extrato, somente foram indicados no
espectro os principais grupos funcionais relacionados ao carbono, como grupos
alquila (0 a 45 ppm), carboidratos (60 a 94 ppm) e compostos fendlicos (144 a 160
ppm) (MATHERS et al.,, 2003). Apesar da baixa quantidade de carboidratos na
amostra (9,2%), a regiao do espectro de RMN referente aos carboidratos abrange a
maioria dos sinais encontrados.

No espectro ainda foi possivel localizar sinais correspondentes a regido de
fenolicos, os quais j4 foram descritos para a espécie A. absinthium, sendo os
principais constituintes o acido clorogénico, cumarico, siringico, salicilico e vanilico
(BORA; SHARMA, 2011). Diversos flavonoides, como a quercetina, tém sido
isoladas da parte aérea de A. absinthium, assim como flavonoéis glicosideos, como a
rutina e derivados da isoramnetina, patuletina e derivados espinacetina

(HOFFMANN; HERRMANN?, 1982 citado por AMAT, UPUR, BLAZEKOVI, 2010). As

® HOFFMANN, B.; HERRMANN, K. Flavonol glycosides of mugwort (Artemisia vulgaris), tarragon
(Artemisia dranunculus) and absinthe (Artemisia absinthium). Zeitschrift firLebensmittel-
Untersuchungund-Forschung, v. 174, p. 211-215, 1982.
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atividades antioxidantes de extratos de A. absinthium, tém sido atribuidas
principalmente aos compostos fendlicos, os quais estdo provavelmente envolvidos
na atividade sequestradora de radicais livres (AMAT; UPUR; BLAZEKOVI, 2010;
BORA; SHARMA, 2011).

Fendlicos Carboidratos Alquila
w o o o M~
< O - W N~y Y TENOQOMMOOOYTNUT—NNTROTONDLWY
o o Te] s M0 NNr-OMMUDNDTANNMN—~ODOOORN—TOOOSTNOM
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FIGURA 9 - ESPECTRO DE RMN-"*C DA INFUSAO DA PARTE AEREA DE A. absinthium (Al).
EXPERIMENTO REALIZADO EM D,O A 50 °C.
FONTE: O autor (2012)

Outros compostos quimicos também ja foram descritos como constituintes de
preparacdes de A. absinthium. A composicdo do 6leo essencial desta espécie é
bastante variada e depende da origem da planta, destacando compostos como
camazuleno, céanfora, 4-terpineol, linalol e borneol (ORHAN et al., 2010). O
composto tujona, para o qual j4 foram descritas atividades neuroprotetora (BORA;
SHARMA, 2010) e imonomodulatéria (SIVEEN; KUTTAN, 2011), é um monoterpeno
frequentemente encontrado no Oleo essencial de A. absinthium (TEGTMEIER;
HARNISCHFEGER, 1994; SIVEEN; KUTTAN, 2011).



71

O sabor amargo, bastante caracteristico da infusdo de A. absinthium, é
causado pela presenca de lactonas sesquiterpénicas, como por exemplo a absintina,
anabsina e anabsintina (ABERHAM et al, 2010).

No entanto, compostos do Oleo essencial geralmente apresentam baixa
solubilidade em agua. Como verificado por Lima et al. (2004) apenas 3% do 0leo
essencial presente na parte aérea de Salvia officinalis foi extraida por extracao
aguosa (chd), em relacdo a extracdo por hidrodestilagcdo. Além disso, dos 60
compostos isolados por hidrodestilacdo, somente 25 foram identificados na infuséo
da erva, dos quais 86% pertencem a classe dos monoterpenos contendo oxigénio. A
baixa solubilidade em agua dos sesquiterpenos e diterpenos foi evidenciada pela

baixa quantidade destes compostos na infusdo (5%).

5.1.2 Polissacarideo da infusdo — Obtencéo, fracionamento e caracterizacao

Os polissacarideos presentes na infusdo da parte aérea de A. absinthium,
foram isolados por precipitacdo etandlica. Foi observado um rendimento de 5,8% em
relacdo a massa seca da erva utilizada na preparacéo da infusdo. Para obtencéo de
guantidade suficiente de material para purificacdo foram realizadas diversas infusdes
a partir da parte aérea da planta e os polissacarideos obtidos em cada uma delas
foram reunidos em uma fracdo Unica denominada APl (A - absinthium, Pl —
polissacarideo da infusao).

A fragcdo bruta APl apresentou um baixo teor de carboidratos totais (17,8%) e
somente 2,3% de proteinas. A composi¢cdo monossacaridica desta fracdo mostrou a
presenca de Rha, Ara, Xyl, Man, Gal, Glc e acido urénico na proporcédo de 1,5: 4,3:
1,4: 3,7: 8,5: 8,1: 1. Glucose e galactose foram os monossacarideos majoritarios na
fracéo (tabela 1).

Inicialmente a amostra API apresentou um perfil de eluicdo polimodal por
HPSEC, indicando a presenca de varios componentes, 0s quais sdo provavelmente
de baixa massa molar, pois ndo foi detectado sinal pelo MALLS, além do alto tempo

de eluigdo (figura 10).
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FIGURA 10 - PERFIL DE ELUICAO POR HPSEC DO POLISSACARIDEO BRUTO OBTIDO A

PARTIR DA INFUSAO DA PARTE AEREA DE A. absinthium (API).
FONTE: O autor (2012)

A fracdo bruta API foi submetida a diversos processos de purificacdo, os

quais estdo esquematizados na figura 11. A composicdo monossacaridica das

fracOes obtidas esta indicada na tabela 1.
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FIGURA 11 — FLUXOGRAMA DE PURIFICACAO DOS POLISSACARIDEOS OBTIDOS POR

INFUSAO DA PARTE AEREA DE A. absinthium
FONTE: O autor (2012)
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Devido a presencga de polimeros de baixa massa molar na fragdo bruta, os
quais foram evidenciados pelo perfil de eluicdo por HPSEC, a amostra foi submetida
a dialise fechada em membrana de 12.000 Da. Apés a dialise, a fracdo retida na
membrana (API-DI) foi submetida a fracionamento por congelamento-degelo, a qual
originou um precipitado insolavel em agua fria (API-IS) rico em glucose,
provavelmente devido a presenca de amido nesta fracao.

A amostra soluvel em agua fria (API-S) era constituida majoritariamente por
arabinose e galactose. No entanto, a fracdo ainda apresentava alta proporcdo de
glucose (11%) e por isso foi submetida a tratamento enzimatico para remocao de
amido. Entretanto, o tratamento ndo reduziu a propor¢cdo de glucose na fracao,
sugerindo que a glucose néo era constituinte do amido.

ApOGs tratamento enzimatico, a fracdo API-AM foi ainda submetida ao
processo de ultrafiltracdo em membrana, com limite de exclusdo de 30 kDa, sendo
que a fracdo eluida (API-EL) foi posteriormente filtrada em membrana de 0,1 pum,

resultando na fracdo denominada de API-F1.

TABELA 1 - COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DAS FRACOES OBTIDAS DA INFUSAO DA
PARTE AEREA DE A. absinthium

MONOSSACARIDEOS (%) *

Fracao Rha Fuc Ara Xyl Man Gal Glc AU ?
API 54 tr 15,0 4,9 12,9 29,9 28,3 3,5
API-DI 7,4 tr 13,1 4,1 11,7 33,4 24,2 6,0
API-IS 3,8 tr 25,1 16,4 11,0 16,0 27,7 nd
API-S 7,5 1,1 32,8 8,9 7,5 22,2 11,0 9,0
API-AM 6,3 tr 23,5 6,4 6,8 30,7 10,9 15,4
API-EL 11,2 tr 14,8 3,9 6,6 34,2 21,1 8,1
API-RET 10,2 2,2 16,6 1,7 6,0 33,6 21,4 8,0
API-F1 11,1 tr 16,3 4,0 7,6 37,3 15,2 8,5

1: acetato de alditol, determinado por GLC (ADAMS, 1965);

2: acidos urdnicos: determinados por método colorimétrico (BLUMENKRANTZ; ASBOE-HANSEN,
1973);

nd: ndo determinado;

tr: tragos.

FONTE: O autor (2012)
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Observa-se que no decorrer dos processos de purificagdo houve um aumento
na quantidade de galactose e arabinose nas fracdes, sendo estes monossacarideos
majoritarios na amostra API-F1. Foi verificado que as fracdes resultantes dos
processos de purificacdo apresentavam uma maior massa molar em relacdo a
amostra bruta API, observado pela diminuicdo do tempo de eluicdo destas fracoes
por HPSEC (figura 12) e também pela deteccdo de sinal pelo espalhamento de luz

laser em multiangulos (MALLS) a partir da fracdo API-EL (dado ndo mostrado).
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FIGURA 12 — COMPARACAO DO PERFIL DE ELUICAO POR HPSEC DAS FRACOES OBTIDAS
POR PURIFICACOES DO POLISSACARIDEO BRUTO OBTIDO DA INFUSAO DA PARTE AEREA
DE A. absinthium.

NOTA: Grafico utilizando somente o detector de indice de refracédo.

FONTE: O autor (2012)

A fracdo API-F1 apresentou um perfil de eluicho unimodal por HPSEC-
MALLS, indicando a presenca de uma amostra pura, portanto, esta fracao foi

escolhida para caracterizagao estrutural.
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5.1.3 Caracterizagao da fragdo API-F1

O perfil de eluicdo da fracdo API-F1 por HPSEC, conforme apresentado na
figura 13, apresentou somente um pico detectado simultaneamente pelos detectores

de indice de refracéo, espalhamento de luz e ultravioleta (280 nm).
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FIGURA 13 - PERFIL DE ELUI(;AO POR HPSEC DA FRA(;AO API-F1, OBTIDA PELOS
PROCESSOS DE PURIFICACAO DA FRACAO POLISSACARIDICA BRUTA (API) EXTRAIDA POR
INFUSAO DA PARTE AEREA DE A. absinthium.

NOTA: RI- detector diferencial de indice de refracdo indicado em azul;, MALLS- detector de
espalhamento de luz laser em multidngulos-angulo, 90° indicado em vermelho; UV — detector de
ultravioleta, utilizado no comprimento de onda de 280 nm, indicado em verde.

FONTE: O autor (2012)

Esta fracdo contém 23% de carboidratos e 7% de proteinas. A composi¢cao
monossacaridica apresentou como componente majoritario a galactose (37,3%)
seguido de arabinose (16,3%), além de outros monossacarideos neutros, como
ramnose, xilose e glucose e também acidos urbnicos. A alta proporcao de galactose
e arabinose sugere a presenca de uma arabinogalactana nesta fragéo.

As arabinogalactanas encontradas em plantas podem ser isoladas como
polissacarideos livres (WU et al., 2005) ou em associagdo covalente com proteinas
(HILLESTAD; WOLD; ENGEN, 1977). Neste caso, a presenca de 7% de proteina na
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fracdo pura (API-F1), sugere uma associacdo covalente da proteina com o
polissacarideo. Além disso, por HPSEC-MALLS/RI/UV foi possivel observar a
coeluicdo do sinal do detector de ultravioleta, o qual detecta a presenca de
proteinas, juntamente com o sinal dos outros dois detectores, fato que corrobora a
hipotese que o polissacarideo esteja ligado a proteina.

O rendimento desta fracdo, composta provavelmente por arabinogalactanas
do tipo I, foi de 6% em relacdo ao material bruto inicial e a proporcao de Gal:Ara foi
de 2,3:1. Este valor é semelhante ao encontrado para uma arabinogalactana-
proteina obtida dos estigmas e estiletes (tecidos reprodutivos femininos) de
Nicotiana alata, que apresentou uma proporcao de 2,1:1 (GANE et al., 1995). Das
sementes do pinhdo-manso (Jatropha curcas) também foram isoladas AGPs, com
um rendimento de 0,98% em relacdo ao material total do endosperma, apresentando
uma propor¢ao menor de Gal:Ara de 1,2:1 (ZIPPEL; WELLS; HENSEL, 2010). Uma
propor¢cdo muito maior de Gal:Ara foi encontrada para arabinogalactanas-proteinas
isoladas do mel kanuka (Nova Zelandia), sendo de 5,3:1 (STEINHORN et al., 2011).

A fracdo API-F1 também foi analisada por espectrometria de infravermelho
(figura 14). KacCurakova et al. (2000) demonstraram que cada polissacarideo

particular apresenta por FT-IR uma banda especifica na regi&o de 1200 — 1000 cm™.
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FIGURA 14 — ESPECTRO DE FT-IR DA FRACAO API-F1.
FONTE: O autor (2012)
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As [B-arabinogalactanas apresentam duas bandas principais em 1074 e 1045
cm™ referentes a galactopiranose da cadeia principal e da arabinofuranose das
ramificacbes, respectivamente. No espectro de FT-IR da fracdo API-F1 foi
identificado em 1072 cm™ a banda caracteristica da galactopiranose da cadeia e em
1045 cm™ uma banda discreta, atribuida a presenca da arabinofuranose. A
intensidade da absorbancia varia com a quantidade relativa destes dois
monossacarideos na amostra (KACURAKOVA et al., 2000). A fracdo API-F1
apresentou uma banda intensa em 1610 cm™, a qual foi atribuida & presenca de
proteina, provavelmente associada ao polissacarideo. A regido em torno de 1650
cm™® é caracteristica da presenca de proteinas. Esta banda é atribuida
principalmente ao estiramento C=0 da ligacdo peptidica. No entanto, quando a
fracdo contém &cidos urdnicos, como na amostra API-F1, o grupo carboxilico
interfere, deslocando esta banda de proteina em direcdo a 1600 cm™ (BOULET;
WILLIAMS; DOCO, 2007). A regido em torno de 1650 cm™ também pode ser
atribuida a absorbancia dos grupos carboxilicos livres (COQO’) pertencentes aos
acidos urénicos (GNANASAMBANDAM; PROCTOR, 1999). No espectro de FT-IR da
fracdo API-F1 a absorbancia dos grupos carboxilicos pode estar sobreposta com a
absorbancia da ligacdo peptidica, jA que esta amostra contém 8,5% de &cidos
urénicos e 7% de proteinas na sua composicao.

A fracdo API-F1 apresentou por RMN- **C sinais caracteristicos de uma
arabinogalactana do tipo Il (figura 15). Em & 103,4 foi encontrado o sinal referente ao
carbono anomérico das unidades de B-D-Galp. Observa-se gque este sinal € bastante
alargado, provavelmente devido a sobreposicdo dos sinais das unidades de B-D-
Galp ligadas (1—3), (1—6) e (1—3,6), as quais apresentam deslocamentos muito
semelhantes por RMN- *3C. A presenca de a-L-Araf no polimero foi confirmada pelos
sinais em & 109,1, 107,9 e 107,0, os quais foram atribuidos a arabinose presente
como terminais néo-redutores e das cadeias laterais (KARACSONYI; PATOPRSTY:;
KUBACKOVA, 1998; CIPRIANI, 2007; STEINHORN et al., 2011; REDGWELL et al.,
2011).

As arabinogalactanas do tipo Il sdo formadas por cadeias curtas de (1—3) e
(1—6) p-D-galactanas unidas umas as outras por pontos de ramificagdo em O-3 e O-
6. No espectro de RMN desta fragao foi observado em & 81,3 o sinal do carbono 3
ligado das unidades de B-D-Galp (REDGWELL et al.,, 2011) e em 68,5 ppm o
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carbono 6 ligado destas unidades (THUDE; CLASSEN, 2005; REDGWELL et al.,
2011).
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FIGURA 15 - ESPECTRO DE RMN-**C DA FRACAO API-F1 PURIFICADA DA INFUSAO DA PARTE
AEREA DE A. absinthium. EXPERIMENTO REALIZADO EM D,0, A 50 °C

NOTA: DEPT de API-F1 no inserto.

FONTE: O autor (2012)

Foram observados também outros sinais na regido do carbono anomérico (&
92,1-107,5). O sinal em 100,7 ppm foi atribuido as unidades de a-L-Rhap e o sinal
referente as unidades de B-D-acido glucurdnico provavelmente esta sobreposto ao
sinal do carbono anomérico das unidades de B-D-Galp em & 103,4 (KARACSONYI;
PATOPRSTY; KUBACKOVA, 1998; STEINHORN et al., 2011). Embora a fragéo API-
F1 contenha 8,5% de acido urdnico, ndo foi encontrado sinal correspondente aos
grupos carboxilicos. O sinal de CH3 das unidades de ramnose foi encontrado em
campo alto, em 16,7 ppm.

Os carbonos do tipo -CH, foram assinalados com base no espectro de RMN
13C-DEPT, onde os sinais de tais carbonos aparecem invertidos (Figura 15 —
inserto). O espectro da fragdo API-F1 apresentou dois sinais invertidos, em 6 62,2 e
61,0, os quais podem ser atribuidos ao C-5 e C-6 nao substituidos das unidades de
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a-L-Araf terminal e B-D-Galp da cadeia, respectivamente (NAVARINI et al., 1999;
SIMAS-TOSIN, 2008; REDGWELL et al., 2011).

Para confirmar o tipo de arabinogalactana presente na fracdo API-F1 é
necessario realizar a metilagcdo da amostra, a qual informa a posicédo das ligacdes
glicosidicas (CARPITA; McCANN, 2000).

A metilagdo de polissacarideos contendo acidos urbnicos pode levar a (-
eliminacdo em meio fortemente alcalino e subsequente degradacdo por hidrélise
acida (HILLESTAD; WOLD; ENGEN, 1977). Mas o principal problema associado aos
acidos urbnicos é sua resisténcia a hidrolise, devido a formacdo de &acidos
aldobiurdénicos (acido urénico ligado através de seu C-1 a um acucar redutor neutro)
0 que acarreta na perda da deteccdo do acido urénico e do acgucar ligado a ele
(THUDE; CLASSEN, 2005). Por isso, devido a presenca de acidos urbnicos na
fracdo API-F1, foi realizado inicialmente a carboxi-reducdo da amostra, convertendo
o acido urénico em seu respectivo aclUcar neutro. Assim, também foi possivel
determinar o tipo de acido urbnico presente, pelo aumento na proporcdo de
galactose ou glucose na amostra carboxi-reduzida (API-CX), em relacdo a
composicao original da fracdo API-F1.

A carboxi-reducdo de API-F1 indicou que o acido urbnico presente nesta
fracdo corresponde ao acido glucurdnico, devido ao aumento da quantidade de
glucose proporcional a diminuicdo do acido urbnico apés a carboxi-reducéo (tabela
2).

TABELA 2 - COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DA FRAGAO PURIFICADA API-F1 E DA
FRACAO APOS CARBOXI-REDUCAO (API-CX)

MONOSSACARIDEOS (%)*

Rha Fuc Ara Xyl Man Gal Glc AU 2
API-F13 11,1 tr 16,3 4 7,6 37,3 15,2 8,5
API-CX* 10,4 3,1 11,8 3,5 10,7 38,8 21,8 0,9

! acetato de alditol (ADAMS, 1965);

2 cidos urdnicos, determinados por método colorimétrico (BLUMENKRANTZ; ASBOE-HANSEN,
1973);

® composicdo determinada por GLC;

* composicdo determinada por GLC-MS.

FONTE: O autor (2012)

A andlise de metilacdo (tabela 3) confirmou a presenca de uma

arabinogalactana do tipo Il na fracdo API-F1, devido a presenca dos derivados
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metilados 2,4,6-Mes-Gal e 2,4-Me,-Gal como principais constituintes da amostra, 0s
quais correspondem respectivamente a galactose ligada (1—3) da cadeia principal e
a galactose ligada (1—3,6) dos pontos de ramificagdo. A proporgéo entre estes dois
derivados na amostra foi de 1:1, valor inferior ao encontrado por Redgwell et al.
(2011) em uma AGP de Lycium barbarum que foi de 1:2,6. Em uma fracdo contendo
AGPs isolada do vinho tinto esta proporcéao foi ainda maior, 1:3,7, indicando tratar-se
de uma arabinogalactana altamente ramificada. (PELLERIN; WATERS; BRILLOUET,
1993).

TABELA 3 - ACETATOS DE ALDITOIS PARCIALMENTE METILADOS OBTIDOS POR ANALISE DE
METILACAO DA FRACAO API-F1.

Derivado metilado  Ligacfes

2,3,4-Mes-Rha terminal
2,4-Me,-Rha —)3
3-Me-Rha —)2,4
2,3,5-Mes-Ara terminal
3,5-Me,-Ara —)2
2-Me-Ara —)3,5
2,3-Me,-Ara —)5
2,6-Me>-Gal —)3,4
2,4-Me>-Gal —)3,6
2-Me-Gal —)3,4,6
2,4,6-Me3-Gal —)3
2,3,4-Mes-Gal —)6
2,3,4,6-Me,-Gal terminal
2,3,4,6-Mey4-Glc terminal
2,3,6-Mes-Glc —)4

2,3,4,6-Mes-Man terminal

FONTE: O autor (2012)
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A presenca do derivado metilado 2,3,4-Mes-Gal indica que, cadeias laterais de
galactanas (1—6) também compdem a estrutura da AGP presente na fragao API-F1.
Pellerin, Waters e Brillouet (1993) sugerem que estas cadeias laterais também
podem estar substituidas em O-3 e O-4 por unidades de arabinose, o que explica a
presenca do derivado metilado 2-Me-Gal, correspondente a galactose ligada
(1—3,4,6). Este derivado metilado também foi encontrado por Steinhorn et al. (2011)
em uma AGP isolada do mel.

Também foi identificada a presenca do derivado 2,3-Me,-Ara indicando que as
cadeias de galactana sao provavelmente ramificadas por arabinose unidas por
ligacdes (1—5). A natureza complexa destas cadeias laterais fica evidente pela
presenca dos metilados 3,5-Me,-Ara e 2-Me-Ara, 0s quais correspondem a
arabinose em ligagdo (1—2) e (1—3,5), respectivamente. Estes mesmos derivados
metilados também foram encontrados na analise de metilagdo de uma AGP isolada
de Lycium barbarum (REDGWELL et al., 2011). Uma AGP isolada por precipitacado
com o reagente de Yariv do pdlen de A. vulgaris apresenta cadeias laterais
ramificadas de arabinanas, conforme apresentado na figura 16. As arabinoses
apresentam-se substituidas em 5-, 2,5-, 3,5- e 2,3,5- (LEONARD et al., 2005). Esta
caracteristica difere das tipicas arabinogalactanas do tipo Il encontradas em plantas.
No entanto, mesmo apresentando caracteristicas diferentes, esta AGP foi isolada

por precipitacdo com o reagente de Yariv, especifico para esta classe de moléculas.
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FIGURA 16 - MODELO ESTRUTURAL PROPOSTO PARA AS CADEIAS LATERAIS DE
ARABINANAS DA AGP DO POLEN DE A. vulgaris.

NOTA: Os circulos em branco representam unidades de galactopiranose, as estrelas em cinza a
arabinofuranose e o losango preto o aminoéacido hidroxiprolina.

FONTE: LEONARD et al. (2005).
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As cadeias laterais das arabinogalactanas-proteinas podem ser constituidas
por varias combinacdes de unidades de galactose e arabinose, sendo que
predominantemente estas cadeias laterais terminam em unidades de arabinose. No
entanto, outros aclcares também podem ser encontrados como unidades terminais,
como por exemplo, a ramnose e o acido glucurénico (REDGWELL et al., 2011). Na
fracdo API-F1 foram encontrados como unidades terminais a arabinose, a ramnose,
a glucose e também a manose. Como a metilacdo foi realizada na fracdo carboxi-
reduzida, parte das unidades encontradas como glucose sdo oriundas do &cido
glucurénico. Este monossacarideo acido também foi encontrado como terminal néo-
redutor das cadeias laterais de galactose (1—6) e (1—3,6) da AGP isolada das
raizes de Echinacea pallida (THUDE; CLASSEN, 2005). Segundo Redgwell et al.
(2011) o &cido glucurbnico esta sempre unido por ligagdo (1—6) as unidades de
galactose da cadeia e as unidades terminais de ramnose sao ligadas ao &cido
glucurdnico através de ligagao (1—4), como mostra a figura 17. A presenca do acido
glucurénico substituido em O-4 foi confirmada na amostra API-F1, devido a

presenca do derivado metilado 2,3,6-Mes-Glc.
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FIGURA 17 — MODELO HIPOTETICO REPRESENTANDO AS CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS
DA PORCAO POLISSACARIDICA DAS AGPs.
FONTE: Adaptado de REDGWELL et al. (2011)
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Na fracdo API-F1, a ramnose foi encontrada ligada 3-, 2,4- e como terminal
nao-redutor. A presenca de ramnose foi encontrada na maioria das AGPs dos
artigos revisados (THUDE; CLASSEN, 2005; WANG et al., 2005; REDWELL et al.,
2011), indicando que a ramnose € uma caracteristica estrutural das AGPs e néo
esta somente associada com a contaminacdo por polissacarideos pécticos.
Contradizendo a afirmacédo de que as AGPs ndo ocorrem associadas a pectinas,
Karacsonyi, Patoprsty e Kubackova (1998) sugerem que a AGP possa estar
interligada através do O-4 da ramnose a um fragmento de ramnogalacturonana,
formando um complexo pectina-arabinogalactana-proteina.

A fracdo API-F1 foi submetida a oxidacdo com periodato resultando na fracao
API-OPE. A oxidacdo com periodato resultou na perda de mais de 50% do material
inicial, devido a presenca de unidades susceptiveis ao periodato. O aumento da
guantidade de galactose na amostra oxidada (Tabela 4) indica que estas unidades
sdo resistentes a oxidacdo, o que confirma que grande parte das unidades de
galactose presentes na amostra sao unidas por ligagdo (1—3), caracteristica da
cadeia principal de arabinogalactanas do tipo II.

A guantidade dos demais monossacarideos foi também alterada, destacando
a arabinose que foi diminuida a praticamente metade de sua quantidade original.
Isso se deve a presenca de unidades susceptiveis a oxidacdo pelo periodato, como
arabinose ligada (1—5), devido a existéncia das hidroxilas vicinais nos C-2 e C-3. A
permanéncia de monossacarideos susceptiveis a oxidagdo com periodato na fracédo
API-OPE pode ser devido a oxidacdo incompleta do material, ja que o processo sO

foi realizado uma vez.

TABELA 4 - COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DA FRACAO PURIFICADA API-F1 E DA
FRACAO OXIDADA COM PERIODATO (API-OPE)

MONOSSACARIDEOS (%) *

Rha  Fuc Ara Xyl Man Gal Glc  AU?
API-F1 11,1 tr 16,3 4 7,6 37,3 15,2 8,5
API-OPE 13,1 tr 8,8 2,9 9,2 49,2 11,3 55

! acetato de alditol, analisado por GLC (ADAMS, 1965);

2 acidos urdnicos, determinados por método colorimétrico (BLUMENKRANTZ; ASBOE-HANSEN,
1973);

FONTE: O autor (2012)
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A massa molar média desta fracdo foi calculada por espalhamento de luz,
sendo o Mw 84.160 g/mol (dn/dc 0,159 ml/g). De acordo com Showalter (1993) a
massa molar das AGPs varia amplamente entre as espécies de plantas, o que
provavelmente € devido a diferentes graus de glicosilagdo destas moléculas. A
massa molar encontrada para a fragdo API-F1 foi relativamente maior que a de uma
arabinogalactana do tipo Il isolada das folhas de Maytenus ilicifolia com Mw de
11.400 g/mol (CIPRIANI, 2007).

A fracdo apresentou uma rotacdo Optica especifica de — 186°. Em uma
revisao realizada por Clarke, Anderson e Stone (1979) arabinogalactanas do tipo Il
isoladas de diferentes plantas apresentaram ou um baixo valor positivo ou
predominantemente um valor alto e negativo de rotacéo 6ptica especifica. Isto reflete
a preponderancia da configuragdo B-D para as unidades de galactose e a-L para a

arabinose, constituintes da arabinogalactana.

5.2 Artemisia vulgaris

5.2.1 Obtencéo e caracterizacéo da infusao

A infusdo da parte aérea de A. vulgaris, preparada nas condi¢des descritas na
literatura popular (LORENZI; MATOS, 2008), foi denominada de VI (vulgaris
infusdo). O material liofilizado obtido da infusdo apresentou 20% de rendimento,
semelhante ao rendimento descrito por Walch et al. (2011) para a infusdo da parte
aérea de Salvia officinalis que foi de 25%.

Considerando o rendimento obtido, é possivel estimar que a cada xicara de
ché (200 ml) da infusédo da parte aérea de A. vulgaris sédo ingeridos cerca de 260 mg
do material liofilizado ou uma dose equivalente a 1300 pg/ml.

A infusédo de A. vulgaris mostrou ser constituida por 40,0% = 3,15 de acucar,
2,9% + 0,41 de proteinas e 9,8% + 1,86 de compostos fendlicos. Comparando a
infusdo da outra espécie, o teor de fendlicos totais na infusdo de A. vulgaris (VI) foi ~
2,5 vezes maior do que aquela encontrada para a infusdo de A. absinthium (Al). A

guantidade de compostos fendlicos obtida para VI foi superior ao valor descrito na
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literatura para o cha vermelho de Camellia sinensis (ALMAJANO et al., 2008). De
acordo com Almajano et al. (2008), a proporcdo de compostos fendlicos nos
diferentes tipos de cha de C. sinensis varia de 5,5% no cha vermelho até 14,5% de
fendlicos totais no cha branco. A amostra VI apresentou um elevado teor de
carboidratos. No entanto, apdés ampla revisdo bibliografica, ndo foi encontrado
nenhum relato sobre os polissacarideos presentes na infusdo da parte aérea desta
espécie.

A infusdo de A. vulgaris foi submetida a analise de homogeneidade por
HPSEC (figura 18). Assim como a infusdo de A. absinthium, a amostra VI também
apresentou perfil de eluicdo polimodal, devido a presenca de diversos componentes,
0S quais sao predominantemente de baixa massa molar, pois apresentam um alto

tempo de eluicéo.
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FIGURA 18 - PERFIL DE ELUICAO POR HPSEC UTILIZANDO DETECTOR DE INDICE DE
REFRACAO DA INFUSAO DA PARTE AEREA DE A. vulgaris (VI).
FONTE: O autor (2012)

A figura 19 representa o espectro de RMN- **C da amostra VI, proveniente da
infusdo da parte aérea de A. vulgaris. Diferentemente do espectro da infusdo de A.
absinthium, o espectro de VI mostrou-se bastante simples, com seis sinais
predominantes, localizados da regido dos carboidratos (115 a 60 ppm),
provavelmente por esta amostra ser constituida por 40% de agucar.

O espectro de RMN- *C de VI é semelhante ao espectro da inulina isolada
dos tubérculos da Dahlia sp (GRZYBOWSKI, 2008). A inulina é um carboidrato de
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reserva, encontrado em plantas, constituido por unidades de frutose unidas por
ligacao B(2—1).

Os seis sinais de maior intensidade foram atribuidos a B-D-frutose, sendo
encontrado em & 103,2 o sinal correspondente ao C-2 ligado (2—1), em 81,1 (C-5),
77,3 (C-3), 74,6 (C-4), 62,2 (C-6) e em 61,0 ppm (C-1). Os sinais de menor
intensidade localizados na regido de 80-63 ppm sao provavelmente referentes a
unidades de a-D-Glc, a qual apresenta-se ligada na extremidade inicial da cadeia da
frutana por uma ligagao do tipo (1—2) (EDELMAN; JEFFORD, 1968). O sinal do
carbono anomérico da a-D-Glc foi observado em & 92,4 (FONTANA et al., 1994,
CHANDRASHEKAR; PRASHANTH; VENKATESH, 2011). Os resultados indicam

que, provavelmente, a inulina seja 0 composto majoritario na infusdo de A. vulgaris.
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FIGURA 19 - ESPECTRO DE RMN-°C DA INFUSAO DA PARTE AEREA DE A. vulgaris (VI).
EXPERIMENTO REALIZADO EM D,0, A 50 °C.
FONTE: O autor (2012)

Embora ndo tenha sido detectado pela analise de RMN sinais referentes a
compostos fenodlicos, a amostra VI apresentou 9,8% de fendlicos totais e além
destes, outros componentes ativos ja foram identificados em preparacdes de A.

vulgaris como lactonas sesquiterpénicas, 0Oleo essencial e tracos de alcaldides
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(JUDZENTIENE; BUZELYTE, 2006; GOVINDARAJ et al., 2008). Os compostos do
Oleo essencial incluem canfora, tujona, germacreno D, 1,8-cineol, sabineno, [-
cariofileno (BLAGOJEVIC et al., 2006; GOVINDARAJ et al., 2008). De acordo com
Walch et al. (2011) extratos aquosos como o0 cha, favorecem a extracdo de
polifendis, mas compostos do 6leo essencial estdo presentes em baixa quantidade

neste tipo de extrato.

5.2.2 Polissacarideo da infusdo — Obtencao e caracterizacéo

Os polissacarideos presentes na infusdo da parte aérea de A. vulgaris,
preparada conforme descrito em seu uso popular, foram isolados por precipitacdo
etandlica. Os polissacarideos isolados nestas condicbes apresentaram um
rendimento de 7,0% em relacdo a massa seca da erva utilizada na preparacédo da
infusdo. O polissacarideo bruto obtido a partir das infusGes da parte aérea da planta
foi nomeado de VPI (V- vulgaris, Pl — polissacarideo da infusdo) e apresentou um
teor de carboidratos totais de 43,0% e 6,2% de proteina.

A composicdo monossacaridica da amostra VPl mostrou a presenca de
ramnose, arabinose, manose, galactose, glucose, acido urbnico e xilose na
propor¢do de 1,7: 2,5: 5,2: 4,2: 14: 1,8: 1. O componente majoritario da fracéo foi a
glucose (46,3%) seguida da manose (17,2%). O perfil de eluicdo de VPI por HPSEC

esta apresentado na figura 20.
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FIGURA 20 - PERFIL DE ELUICAO POR HPSEC UTILIZANDO DETECTOR DE INDICE DE
REFRACAO DO POLISSACARIDEO BRUTO OBTIDO A PARTIR DA INFUSAO DA PARTE AEREA
DE A. vulgaris (VPI).

FONTE: O autor (2012)
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A andlise de homogeneidade por HPSEC, demonstrou a presenca de uma
amostra heterogénea, cujos componentes possuem baixa massa molar, pois
apresentam um alto tempo de eluicdo e ndo sdo detectados pelo espalhamento de
luz.

Em contraste & composi¢cdo monossacaridica, a amostra VPI apresentou um
espectro de RMN- 3C bastante definido (figura 21), com seis sinais predominantes,
muito intensos. A analise de literatura, revelou que o espectro observado para a
amostra é muito similar ao espectro de RMN- **C da inulina, um carboidrato de
reserva, constituido por unidades de frutose unidas por ligacao B(2—1), o qual ja

havia sido identificado na infusédo desta espécie (VI).
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FIGURA 21 - ESPECTRO DE RMN-*C DA FRACAO VPI OBTIDA POR INFUSAO DA PARTE
AEREA DE A. vulgaris. EXPERIMENTO REALIZADO EM D,0, A 50 °C.
FONTE: O autor (2012)

Os seis sinais de maior intensidade foram atribuidos a B-D-frutose, sendo

encontrado em & 103,3 o sinal correspondente ao C-2 ligado (2—1), em 81,3 (C-5),
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77,5 (C-3), 74,9 (C-4), 62,3 (C-6) e em 61,3 ppm (C-1). Os sinais de menor
intensidade foram atribuidos a presenga de uma unidade de a-D-Glc, a qual
apresenta-se ligada na extremidade inicial da cadeia da frutana por uma ligacdo do
tipo (1—2) (EDELMAN; JEFFORD, 1968). Os deslocamentos quimicos referentes a
unidade de a-D-Glc sédo 6 92,5 (C-1), 73,0 (C-3), 71,4 (C-2), 69,7 (C-4), 60,6 (C-6)
(FONTANA et al., 1994; CHANDRASHEKAR; PRASHANTH; VENKATESH, 2011).
O espectro encontrado para a amostra VPI € extremamente semelhante ao espectro
de RMN- *C de um padréo de inulina isolado das raizes de chicéria e analisado por
Chandrashekar, Prashanth e Venkatesh (2011).

O protocolo de hidrdlise utilizado para todas as amostras neste trabalho,
consistia em utilizar TFA 2 mol/l, em banho fervente por 5 horas. No entanto, como
as frutanas sdo extremamente labeis em acido (FONTANA et al., 1994), a hidrolise
foi realizada sob condi¢cdes mais amenas, utilizando H,SO, 10 mmol/l, em banho
fervente, por somente 15 minutos (GRZYBOWSKI, 2008), a fim de ndo degradar os
monossacarideos resultantes do processo de hidrolise.

Para verificar a presenca de frutose nesta amostra, apds a hidrélise do
material, foram realizados dois métodos cromatograficos: (a) Cromatografia em
camada delgada e (b) Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

Na cromatografia em camada delgada, a amostra VPI hidrolisada foi
analisada juntamente com um padrdo de frutose e glucose, este Ultimo como
controle negativo, uma vez que o reagente utilizado para revelagcdo dos compostos
era especifico para cetoses. Neste ensaio foi possivel visualizar a presenca de
frutose na amostra VPI, que apresentou uma banda com o mesmo R¢ do padrao de
frutose. Nesta cromatografia, também foram utilizadas as amostras VI, Al e API.
Como esperado, além da amostra VPI, somente foi detectada a presenca de frutose
na infusdo de A. vulgaris (VI), confirmando os dados da analise de RMN -*C. O

perfil cromatogréfico obtido neste ensaio esta apresentado na figura 22.
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FIGURA 22 - PERFIL CROMATOGRAFICO (TLC) DAS AMOSTRAS DE A. vulgaris E A. absinthium
HIDROLISADAS COM H,S0O, 10 mmol/l (pH 2,0) POR 15 MINUTOS.

NOTA: VPI — Polissacarideo da infusdo de A. vulgaris, VI — Infusdo de parte aérea de A. vulgaris, Fru
— Padrao de frutose, Glc — Padréo de glucose, API — Polissacarideo da infus@o de A. absinthium, Al —
Infusdo da parte aérea de A. absinthium. Fase mdvel: 1-butanol/2-propanol/H,0 (3:12:4) viviv.
Revelador: Reagente uréia-acido fosforico.

FONTE: O autor (2012)

A fim de confirmar a presenca de frutose nas amostras da infusao (VI) e do
polissacarideo da infusdo de A. vulgaris (VPI), foi realizada também uma andlise por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), usando um padrdo de frutose
(Img/ml). Confirmando os dados apresentados anteriormente, as amostras VI e VPI
hidrolisadas apresentaram por HPLC um pico principal, coeluindo com o padrao de

frutose, conforme mostrado na figura 23.
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FIGURA 23 - SOBREPOSICAO DOS CROMATOGRAMAS OBTIDOS POR HPLC DAS AMOSTRAS
VI E VPI (HIDROLISADAS COM H,S0O, 10 mmol/l, pH 2,0, 15 MINUTOS) COM O PADRAO DE
FRUTOSE.

FONTE: O autor (2012)
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A amostra VPI foi submetida a alguns processos de purificagdo (didlise em
membrana de 12000 Da, fracionamento por congelamento e degelo, tratamento com
a-amilase, ultrafiltracdo em membrana de 30 kDa) a fim de identificar a presenca de
outros polissacarideos além da frutana. No entanto, como observado no espectro de
RMN- °C (figura 24) da fracéo eluida na membrana de 30 kDa (VPI-ELU) os sinais
referentes a frutana séo ainda predominantes e na regiao do carbono anomérico nao

foi encontrado nenhum outro sinal além do C-2 da -D-Fru.

103.3
775
749
73.0
69.7
623
61.2

J ! I . “ Y
Mo LA LAY A A | ) N NrAY "f“‘vu W/ w1
'L| vl Ll. (LS T "..,)‘ \ P'.\N"'V '_"4.\‘ M \J"'.\\,’ iy l:_.\.: ‘-‘_. WL iy, W 'yf‘a.\l

FIGURA 24 - ESPECTRO DE RMN-C DA FRAGCAO VPI-ELU OBTIDA APOS DIVERSOS
PROCESSOS DE PURIFICACAO DA AMOSTRA BRUTA VPI. EXPERIMENTO REALIZADO EM
D,0, A 50 °C.

FONTE: O autor (2012)

Dessa forma, para determinar a propor¢cdo das frutanas em relacdo a
guantidade total de carboidrato nas amostras VI e VPI, foi utilizado o método da
antrona modificado, o qual detecta a presenca de frutose livre ou combinada em
solugéo. Os resultados estao apresentados na tabela 5.

A proporcao de frutose encontrada na amostra VPl foi bastante alta.
Considerando que 43% da fracéo consiste de carboidratos e 36,6% destes acgucares
sao cetoses, entdo 85% desta amostra € constituida por frutanas. Para a amostra VI

65% dos carboidratos s&o frutanas. No alho comum (Allium sativum)
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aproximadamente 65% da massa seca consiste de frutanas, o que equivale a 84%
do contetido de carboidratos presentes nesta espécie (LAWSON; WANG*, 1995
citado por CHANDRASHEKAR; PRASHANTH; VENKATESH, 2011).

TABELA 5 — CONCENTRAGAO DE FRUTOSE NAS AMOSTRAS VI e VPI.

o 1 . o 2 Concentragao de
Amostra Cetose (%) Acucar total (%) frutose (%) 3
Vi 25,8 40 65
VPI 36,6 43 85

! Determinado por método colorimétrico da antrona modificado (POLLOCK, 1982);
? Determinado por método colorimétrico (DUBOIS et al., 1956);

3 Concentracéo de frutose em relacédo a proporcgao de aglcar total na amostra.
FONTE: O autor (2012)

As frutanas sdo encontradas em quase todas as espécies da familia
Asteraceae (CHOQUE DELGADO; TAMASHIRO; PASTORE, 2010) e séo
geralmente armazenadas em 6rgdos especializados, como nos tubérculos da dalia
(Dahlia sp.) e nas raizes tuberosas da chicoria (Chicorium intybus) (RITSEMA,
SMEEKENS, 2003).

No entanto, a presenca de frutanas ja foi detectada nas folhas de
Rhododendron ferrugineum, da familia Ericaceae, a qual € utilizada na medicina
popular no tratamento de diversas doencgas, como por exemplo reumatismo (LOUIS
et al., 2010).

A presenca de frutanas ja foi descrita para a espécie A. vulgaris, mas como
um constitiunte das raizes (USDA-ARS-NGRL, 2004). Nenhum trabalho encontrado
na literatura até o momento descreve a presenca de frutanas na parte aérea destas

plantas.

* LAWSON, L.D.; WANG, Z.Y.J. Changes in the organosulfur compounds released from garlic during
aging in water, dilute ethanol, or dilute acetic acid. J. Toxicol, v. 14, p. 214, 1995.
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53 EFEITOS DAS INFUSOES E DOS POLISSACARIDEOS DE A.
absinthium E A. vulgaris SOBRE AS CELULAS THP-1

5.3.1 Estratégia experimental para os ensaios de atividade biologica

Como o0s ensaios biolégicos foram realizados sobre as células THP-1

diferenciadas (macréfagos) e ndao-diferenciadas (mondcitos), para melhor

compreensao, o fluxograma a seguir mostra quais ensaios foram realizados sobre

cada tipo de célula e também as concentracdes das infusdes e dos polissacarideos

utilizadas.

Células THP-1

Diferencia¢do com PMA (200 nM)

Daigneault ef al., 2010

Macrofagos

Néo-diferenciadas

Mondcitos

Avaliagdo antitumoral dos compostos

Viabilidade
Azul de Tripan

| MTT |
Viabilidade celular Morfologia celular
Tratamentos: Cristal Tratamentos:

Al VI, API, VPI, API- F1 Violeta AleVl

. Concentracfes:
Concentragbes:
55, 50, 100, 250 & 500 250 € 500 pg/mi
ug/ml

Proliferacéo Inducéo Andlise
Celular Diferenciagéo Ciclo Celular
Celular
Tratamentos: Tratamentos:
AlL VI, API, VPI, API-F1 AleVl
fes: Concentragéo:

Concentragfes:
250 e 500 pg/ml 500 pg/ml

FIGURA 25 — ESTRATEGIA EXPERIMENTAL UTILIZADA NOS EXPERIMENTOS BIOLOGICOS

COM AS CELULAS THP-1.

NOTA: Os quadrados vermelhos indicam quais amostras foram utilizadas em cada ensaio e a

concentracao.
FONTE: O autor (2012).
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5.3.2 Células THP-1 diferenciadas (macrofagos)

5.3.2.1 Efeitos sobre a viabilidade celular

Inicialmente as infusdes (Al e VI), os polissacarideos das infusdes (APl e VPI)
e a fragdo polissacaridica purificada (API-F1) foram avaliados quanto a citotoxidade
em relacdo as células THP-1 diferenciadas (THP-1d), a fim de definir as
concentracbes a serem utilizadas nos demais experimentos. Para isso, as células
foram expostas aos tratamentos nas concentragdes de 25 a 500 pg/ml por 48 horas
e em seguida a viabilidade das células foi avaliada pelos métodos do MTT e cristal
violeta. A figura 26 representa o efeito dos tratamentos sobre a viabilidade das
células THP-1d utilizando o método do cristal violeta. E possivel notar que somente
a amostra API-F1 na maior concentracdo diminuiu em 7% a viabilidade das células.
Todas as demais amostras avaliadas, ndo afetaram a viabilidade celular.

Pelo método do MTT, cujos resultados estdo apresentados na figura 27,
nenhum composto diminuiu a viabilidade das células, em nenhuma das
concentracfes testadas. Pelo contrario, algumas amostras como a infusdo de A.
absinthium (Al) aumentou a atividade metabdlica das células, verificado no gréafico
como um aumento na viabilidade celular em relacdo ao controle. Isto porque o
método do MTT é um ensaio colorimétrico que avalia a viabilidade das células
através de sua atividade metabdlica. Portanto, um aumento na viabilidade celular
também pode ser interpretado como estimulacdo do metabolismo induzida pelos
tratamentos.

Dessa forma, como as amostras ndo afetam a viabilidade celular, foram
escolhidas para os demais experimentos as concentracdes: 250 e 500 pg/ml, tanto
para 0s ensaios com as células THP-1d, quanto para as n&ao-diferenciadas

(mondécitos).
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FIGURA 26 — EFEITO DAS INFUSOES E DOS POLISSACARIDEOS OBTIDOS DA PARTE AEREA
DE A. vulgaris E A. absinthium SOBRE A VIABILIDADE DAS CELULAS THP-1d PELO METODO DO
CRISTAL VIOLETA.

NOTA: Viabilidade das células THP-1d sob efeito das amostras Al e API (A), VI e VPI (B) e API-F1
(C). Viabilidade celular determinada pelo método do cristal violeta. Apés o processo de indugédo da
diferenciagdo das células THP-1 com PMA (200 nmol/l), as células THP-1d foram incubadas por 48
horas na presenca dos tratamentos nas concentracdes de 25, 50, 100, 250 e 500 pg/ml. Apés o
periodo de incubacdo com os tratamentos, as células foram fixadas com metanol e coradas com
cristal violeta. Apos remogéo do excesso de corante com PBS, foi adicionado citrato de sédio em
etanol. A absorbéancia foi medida em 550 nm. Os resultados estdo expressos como média + DP, de
trés experimentos independentes, sendo cada um em triplicata. Analise estatistica realizada por One-
way ANOVA com pdés teste de Tukey. *P < 0,05 em relacdo ao controle (células tratadas apenas com
meio de cultura).

FONTE: O autor (2012).



96

1254

100

~
i

-~ Al

- API

h
=
1

Viabilidade celular (%)
[>]
-

1I;II.'I . 2I;II.'I . 3I;II] . 4I;II] . 5I;II]
Concentracgdo (ug/ml)

1254

Hpei

751 = VPI

- /|

n
[=]
1

Viabilidade celular (%0)
[ %]
o

1I;II] . 2I;II] I SIEII] . AII;II] . 5I;II]
Concentragao (ug/ml)

1254

100-4\?1LI i\}

-~
T

—— API-F1

(3]
(=]
1

Viabilidade celular (%)
N
(3]
L

T T v T v T ¥ ] * 1
0 100 200 300 400 500
Concentragao (ug/ml)

FIGURA 27 — EFEITO DAS INFUSOES E DOS POLISSACARIDEOS OBTIDOS DA PARTE AEREA
DE A. vulgaris E A. absinthium SOBRE A VIABILIDADE DAS CELULAS THP-1d PELO METODO DO
MTT.

NOTA: Viabilidade das células THP-1d sob efeito das amostras Al e API (A), VI e VPI (B) e API-F1
(C). Viabilidade celular determinada pelo método do MTT. Apds o processo de inducdo da
diferenciagdo das células THP-1 com PMA (200 nmol/l), as células THP-1d foram incubadas por 48
horas na presenca dos tratamentos, nas concentracdes de 25, 50, 100, 250 e 500 pg/ml. Apés o
tempo de incubagcdo com os tratamentos, a 37 °C e atmosfera de 5% de CO,, o sobrenadante foi
retirado e adicionou-se a solugcdo de MTT (0,5 mg/ml) em HBSS seguindo-se de incubacéo por mais
3 horas a 37 °C, 5% de CO,. Em seguida, o MTT foi retirado e adicionou-se DMSO. A absorbancia foi
medida em 550 nm. Os resultados estdo expressos como média + DP, de trés experimentos
independentes, sendo cada um em triplicata. Andalise estatistica realizada por One-way ANOVA com
pos teste de Tukey.

FONTE: O autor (2012).
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5.3.2.2 Ensaio de morfologia celular

As amostras VI e Al, provenientes das infusdes das ervas foram escolhidas
para avaliar seus efeitos sobre a morfologia das células THP-1d diferenciadas com
PMA (macrofagos). Na analise morfologica por microscopia de luz mostrada na
figura 28, os tratamentos ndo promoveram diferencas significativas na morfologia
das células quando comparados com o controle. Nestas micrografias, tanto no
controle como nos tratamentos (figura 38) observa-se a presenga de grande
guantidade de células multinucleadas. A presenca destas células gigantes
multinucleadas tém sido associada com o uso de éster de forbol (PMA). Hassan et
al. (1989) verificou que o uso de PMA em macrofagos-derivados-de-mondécitos foi
capaz de induzir a formacao destas células gigantes in vitro. Os autores afirmam que
estas células sao formadas por fuséo celular e ndo por auséncia de divisao celular.
A fusdo das células foi inibida quando utilizado um inibidor da proteina quinase C
(PKC), indicando um possivel papel desta via na inducdo e formacédo das células
gigantes multinucleadas.

A presenca destas células gigantes multinucleadas in vivo ocorre em diversas
condi¢cbes inflamatérias no organismo e tém sido frequentemente associada com
lesbes granulomatosas formadas em resposta a corpos estranhos, virus e bactérias
(McINNES; RENNICK, 1988; HASSAN et al., 1989)
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FIGURA 28 — MORFOLOGIA DAS CELULAS THP-1d TRATADAS COM AS INFUSOES DE A.
absinthium e A. vulgaris.

NOTA: As células THP-1 foram plaqueadas em placas de 24 pocos contendo laminulas, na
densidade de 4x10° células/pogo j4 em contato com o agente indutor da diferenciacdo — PMA (200
nmol/l). Apos o tempo de diferenciacdo com o PMA, as células foram incubadas com meio RPMI -
controle (A); com LPS - 100 ng/ml (B); com a infusdo de A. absinthium (Al) na concentragéo de 250
pg/ml (C) e 500 pg/ml (D) e com a infusdo de A. vulgaris 250 pg/ml (E) e 500 pg/ml (F). As laminulas
foram fixadas e em seguida coradas usando a técnica da hematoxilina-eosina. Fotografias em
aumento de 400x. As setas em azul indicam as células gigantes multinucleadas.

FONTE: O autor (2012).
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5.3.3 Células THP-1 nao-diferenciadas (mondcitos)

5.3.3.1 Efeitos sobre a viabilidade celular

Como os ensaios do MTT e cristal violeta avaliaram a citotoxicidade dos
compostos sobre as células THP-1d (macrofagos), um ensaio adicional de
viabilidade por azul de tripan foi realizado sobre as células THP-1 ndo-diferenciadas
(mondcitos) para verificar se as concentracdes de 250 e 500 pg/ml afetavam a
viabilidade destas células. As células foram plagueadas ja expostas aos tratamentos
e apos 120 horas, a viabilidade das células foi verificada usando o corante de
exclusdo azul de tripan. A figura 29 representa a viabilidade das células em resposta

aos tratamentos com as infusdes e os polissacarideos.
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FIGURA 29 — EFEITO DAS INFUSOES E DOS POLISSACARIDEOS OBTIDOS DA PARTE AEREA
DE A. vulgaris E A. absinthium SOBRE A VIABILIDADE DAS CELULAS THP-1 PELO METODO DO
AZUL DE TRIPAN.

NOTA: Viabilidade das células THP-1 sob efeito das amostras VI, VPI, Al, APl e API-F1. As células
THP-1 foram plaqueadas ja na presenca dos tratamentos e incubadas por 120 horas nas
concentragdes de 250 e 500 pg/ml. Apés o tempo de incubagdo com os tratamentos, a 37 °C e
atmosfera de 5% de CO,, as células foram coletadas, centrifugadas e ressupensas em meio. O
corante azul de tripan foi adicionado (10%) e o nimero de células coradas e ndo-coradas foi contado
em camara de Neubauer. A porcentagem de células viaveis foi calculada pela divisdo do nimero de
Células viaveis (ndo-coradas) pelo numero total de células contadas x100. Os resultados estdo
expressos como média + DP de trés experimentos independentes, sendo cada um em triplicata.
Analise estatistica realizada por One-way ANOVA com pos teste de Tukey.

FONTE: O autor (2012).
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E possivel observar que os tratamentos ndo afetaram a viabilidade das
células THP-1 e, portanto, as concentracdes de 250 e 500 pg/ml foram utilizadas nos

demais ensaios sobre as células nao-diferenciadas.

5.3.3.2 Efeitos sobre a proliferacdo celular

Para verificar se as infusdes e os polissacarideos afetavam a proliferacdo das
células de leucemia humana THP-1, estas foram plaqueadas ja em contato com 0s
tratamentos e o numero de células viaveis foi contado em camara de Neubauer,
utiizando o corante azul de tripan, apés 24, 48, 72 e 120 horas do
tratamento/plagueamento. Os resultados dos tratamentos sobre a proliferacdo das
células THP-1 apds 24 e 48 horas estdo apresentados na figura 30.

Apébs 24 horas do tratamento com 0os compostos ja € possivel observar que a
amostra VI na concentracdo de 500 pg/ml foi capaz de reduzir em 25% a
proliferacdo das células THP-1. Neste mesmo tempo de tratamento, nenhuma das
demais amostras afetou significativamente a proliferacéo celular.

No entanto, apds 48 horas de tratamento, tanto a infusdo de A. vulgaris (VI)
quanto de A. absinthium (Al), na maior concentragao utilizada (500 pg/ml), afetaram
a proliferacdo celular, sendo que para a amostra VI este efeito foi mais pronunciado,
reduzindo o nimero de células leucémicas em 40,5% e para a amostra Al esta
reducao foi de 25,4%. Nota-se que na concentracao de 250 pg/ml a amostra VI nao
foi capaz de reduzir significativamente a proliferacdo das células THP-1 em 48
horas, indicando que seu efeito € dose-dependente.

Os resultados dos tratamentos sobre a proliferacdo das células THP-1 apds
72 e 120 horas estédo apresentados na figura 31. Apos 72 horas de tratamento, o
efeito das infusdes sobre a proliferagdo quase néo se alterou em relagédo ao tempo
de 48 horas, sendo que a amostra Al apresentou uma reducdo de 25% na

proliferacéo celular e a amostra VI reduziu em 41,3%.
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No ultimo dia de tratamento (120 horas), além das infusfes, o polissacarideo
da infusdo de A. absinthium (API) também foi capaz de reduzir em 18% a
proliferacdo das células THP-1. Nesta mesma condi¢do, Al foi capaz de promover
uma reducdo de 42,6% na proliferacdo celular, similar ao efeito observado para a
amostra VI, que reduziu em 46% a proliferacdo das células THP-1.

A infusdo de A. vulgaris € constituida por 40% de carboidratos e assemelha-
se muito ao polissacarideo da infuséo desta espécie, como observado pelo espectro
de RMN- C. No entanto, o polissacarideo bruto VPI nédo foi capaz de interferir na
proliferacdo das células THP-1 in vitro, o que indica que, neste caso, 0S compostos
de baixa massa sao provavelmente os responsaveis pelo efeito observado para a
infuséo.

Com relacdo a A. absinthium, os resultados obtidos sobre a proliferacdo
celular sugerem que os polissacarideos presentes na infusdo exercem um efeito
sinérgico aos compostos de baixa massa molar presentes na infusdo de A.
absinthium, pois a fracdo polissacaridica isolada da infusdo (API) apresentou
reducdo de 18% sobre a proliferacdo das células apdés 120 horas de tratamento,

enguanto que a infusdo promoveu uma reducdo muito maior na proliferacao (42,6%).
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FIGURA 30 - EFEITO DOS POLISSACARIDEOS E DASNINFUS()E\’S OBTIDOS DA PARTE AEREA
DE A. vulgaris e A. absinthium SOBRE A PROLIFERACAO DAS CELULAS THP-1 IN VITRO APOS
24 HORAS (A) E 48 HORAS (B) DE TRATAMENTO.

NOTA: Proliferacao das células THP-1 apds 24 e 48 horas de tratamento com os polissacarideos
brutos, as infusbes e a fracdo API-F1 nas concentracdes de 250 e 500 pg/ml. O efeito dos compostos
na proliferagdo das células THP-1 foi verificado por contagem em camara de Neubauer do nimero de
células viaveis, apos 24 e 48 horas de tratamento, utilizando o corante de exclus&o azul de tripan. Os
dados apresentados sdo de 3 experimentos independentes realizados em triplicatas. Os resultados
estao expressos como média + DP. Analise estatistica realizada por One-way ANOVA com pos teste
de Tukey. *** p<0,001, ** p<0,01 e * p<0,05 relacao ao controle (células tratadas apenas com meio de
cultura) ou entre os grupos conectados pela linha tracada.

FONTE: O autor (2012).
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FIGURA 31 - EFEITO DOS POLISSACARIDEOS E DASNINFUS()E’S OBTIDOS DA PARTE AEREA
DE A. vulgaris e A. absinthium SOBRE A PROLIFERACAO DAS CELULAS THP-1 IN VITRO APOS
72 HORAS (A) E 120 HORAS (B) DE TRATAMENTO.

NOTA: Proliferacdo das células THP-1 apds 72 e 120 horas de tratamento com os polissacarideos
brutos, as infusBes e a fracdo API-F1 nas concentracdes de 250 e 500 pg/ml. O efeito dos compostos
na proliferacdo das células THP-1 foi verificado por contagem do nimero de células viaveis, apés 72
e 120 horas de tratamento, em cAmara de Neubauer utilizando o corante de exclusdo azul de tripan.
Os dados apresentados sdo de 3 experimentos independentes realizados em triplicatas. Os
resultados esté@o expressos como média + DP. Analise estatistica realizada por One-way ANOVA com
pos teste de Tukey. *** p<0,001, ** p<0,01 e * p<0,05 em relacdo ao controle (células tratadas apenas
com meio de cultura) ou entre os grupos conectados pela linha tragada.

FONTE: O autor (2012)
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5.3.3.3 Andlise do ciclo celular

Os mecanismos moleculares de proliferagdo celular sdo extremamente
complexos e finamente regulados. Durante a proliferacdo celular, as células passam
por uma sequéncia de eventos, 0s quais constituem o ciclo celular (figura 32)
(TRAORE et al., 2005). A progressdo através de cada fase do ciclo celular e a
transicdo de uma fase para outra é regulada por “mecanismos sensores”, chamados
checkpoints, que vao determinar se uma célula entra na proxima fase do ciclo ou
nao (WILLIAMS; STOEBER, 2012). Nas fases G1 e S, fatores de crescimento, como
produtos de oncogenes, irdo promover a multiplicacdo celular, enquanto que
produtos de genes supressores tumorais inibem a proliferagdo, interrompendo a
progressdo do ciclo quando ha danos no DNA, até que estes sejam reparados. A
perda no controle do ciclo celular, por super-ativacdo de proto-oncogenes ou por
mutacdo e consequente perda de funcdo dos genes supressores tumorais,
desencadeia proliferacdo celular aberrante que caracteriza o cancer (ALMEIDA et
al., 2005).

G2 CHECKPOINT
[ENTER M EXITM

[ENTER S)
G1 CHECKPOINT

FIGURA 32 — ILUSTRAGAO DO CICLO CELULAR E SUAS FASES.

FONTE: BIOLOGIA CELULAR INTERATIVA. Disponivel em: <http://biocelinterativa.blogspot.com/
2009/04/ciclo-celular.html>. Acesso em 13/01/2012.

Assim, a busca por compostos que promovam parada no ciclo celular de
células tumorais € uma alternativa interessante no desenvolvimento de

medicamentos para o tratamento do cancer.


http://biocelinterativa.blogspot.com/%202009/04/ciclo-celular.html
http://biocelinterativa.blogspot.com/%202009/04/ciclo-celular.html
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Dessa forma, como as amostras Al e VI na concentragao de 500 pg/ml foram
capazes de reduzir significativamente a proliferacdo das células THP-1, estes
compostos foram avaliados quanto ao seu efeito sobre o ciclo celular, com o objetivo
de compreender o mecanismo de acdo da citotoxicidade. Como os compostos ja
haviam apresentado reducdo na proliferacdo das células a partir de 48 horas, este
tempo de tratamento foi escolhido para analise de ciclo celular.

Os resultados obtidos estdo representados nas figuras 33 e 34, que
apresentam respectivamente o grafico com as propor¢des das células em cada fase
do ciclo celular e os histogramas representativos dos trés experimentos

independentes.

B0~

Controle

W
Al

20~

% de células em cada fase do ciclo
5
[ 1

Fase do ciclo celular

FIGURA 33 - PORCENTAGEM DE CELULAS _THP-1 NAS DIFERENTES FASES DO CICLO
CELULAR APOS TRATAMENTO COM AS INFUSOES DE A. absinthium e A. vulgaris.

NOTA: Porcentagem de células em cada fase do ciclo celular apds o tratamento com a infusdo de A.
absinthium (Al) e A. vulgaris (VI) na concentracdo de 500 pg/ml. Gréfico representativo de trés
experimentos independentes realizados em duplicatas. Os resultados estdo expressos como média +
DP. Andlise estatistica realizada por One-way ANOVA com pés teste de Tukey. *** p<0,001, **
p<0,01 e * p<0,05 em relacdo ao controle (células tratadas apenas com meio de cultura).

FONTE: O autor (2012).

Estes resultados indicam que o tratamento com VI na concentracdo de 500

png/ml interfere na progressédo do ciclo celular, devido ao aumento significativo na
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proporcao de células na fase sub-G1 e G2/M do ciclo, reduzindo proporcionalmente
a fase G1. Apesar da amostra Al apresentar a mesma tendéncia em aumentar a
porcentagem de células na fase sub-G1 e G2/M, este aumento nao foi
estatisticamente significativo, provavelmente porque esta amostra s6 apresentou
uma diminuicdo expressiva na proliferacdo das células THP-1 ap6s 120 horas de
tratamento.

Quando as células THP-1 sédo tratadas com VI na concentracdo de 500 pg/ml
por 48 horas, hA um aumento estatisticamente significativo na porcentagem de
células na fase sub-G1 de 4,4% (controle) para 9,2% no tratamento com VI.

A fase sub-G1 do ciclo representa a populacdo de células com contetdo de
DNA hipo-diploide, ou seja, células que apresentam fragmentacdo de DNA. Tem
sido proposto que o aumento na propor¢cdo de células nesta fase € um indicio da
ocorréncia de morte celular por apoptose desencadeada pelo composto em estudo
(LIM et al., 2003). A morte celular por apoptose, também chamada de morte celular
programada, € um dos mecanismos de morte celular, no qual a propria célula
organiza e executa seu processo de morte. Uma caracteristica indicativa do
processo de apoptose € a fragmentacdo do DNA celular, promovido por
endonucleases, ativadas no processo de morte programada. Por isso, células em
processo de apoptose, apresentam reduzido contetdo de DNA e quando analisadas
por citometria de fluxo, localizam-se entre a populacdo de células da fase sub-G1.
No entanto, nem todos os eventos incluidos na fase sub-G1 representam células
apoptoticas, podem também estar incluidas células debris (LOO; RILLEMA, 1998).

O aumento na proporcédo de células na fase sub-G1 do ciclo, promovido pelo
tratamento com VI, pode indicar inducdo de apoptose nas células THP-1. Como as
células apoptéticas, diferentemente das células necréticas, mantém a integridade da
membrana celular durante o processo de morte, ensaios de viabilidade como o azul
de tripan subestimam o nimero de células em processo de morte, ja que as células
em apoptose continuam capazes de excluir o corante (LOO; RILLEMA, 1998). Isto
pode ser uma explicacdo para o fato de a amostra VI néo afetar a viabilidade das
células no ensaio do azul de tripan, mas aumentar a propor¢do de células na fase
sub-G1.
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Sub-G1- 4,4% Sub-G1-58%
G1-583% G1-53,2%

G2M- 37,4% | G2M - 41,3%

Sub-G1-9,2%
G1-474%

G2M - 45,4%

FIGURA 34 - ANALISE DE CICLO CELULAR DA LINHAGEM THP-1.

NOTA: Histogramas representativos das células THP-1 tratadas com as infusdes de A. absinthium e
A. vulgaris por 48 horas. (A) Condicdo controle, células cultivadas sem nenhum tratamento (somente
meio de cultura); (B) Células tratadas com a infusdo de A. absinthium (Al) na concentracdo de 500
pg/ml; (C) Células tratadas com a infusdo de A. vulgaris (VI) na concentracdo de 500 pg/ml. As
regides delimitadas nas figuras correspondem as fases do ciclo celular. No quadrado em destaque
esta apresentado o numero de células em porcentagem em cada fase do ciclo celular. Os valores sao
referentes a média de trés experimentos independentes realizados em duplicatas.

FONTE: O autor (2012)

Como mostrado nas figuras 33 e 34, a amostra VI também foi capaz de
induzir o acumulo das células THP-1 na fase G2/M do ciclo celular, a quantidade de
células passou de 37,4% (controle) para 45,4% (VI 500 pg/ml). O acumulo de células
na fase G2/M também foi observada em células expostas a irradiacao y, agente que
provoca danos ao DNA (HYUN et al.,, 2002). Segundo os autores, a maioria das
células que se acumulam na fase G2/M nao entra em mitose, mas sofrem morte
celular por apoptose. A linhagem THP-1, assim como a linhagem U937 usada no
estudo de Hyun et al. (2002) apresentam mutacao no gene supressor de tumor p53,

o qual é responsavel por bloguear o ciclo celular na fase G1 quando as células



108

apresentam dano no DNA, impedindo assim a proliferacdo de células com material
genético anormal. Quando as células ndo apresentam o fator de transcricdo p53
funcional, as células ndo interrompem o ciclo celular em G1, mas se acumulam na
proxima fase do ciclo — G2/M. Os autores sugerem que a radiagdo sobre as células
leucémicas U937 induz primeiramente parada das células na fase G2/M do ciclo, em
decorréncia do dano causado ao material genético e, em seguida, promove morte
celular por apoptose.

O aumento na propor¢do de células nas fases sub-G1 e G2/M do ciclo
também foi observado por Lim et al. (2003), quando as células THP-1 foram tratadas
com oxisteréis (derivados do colesterol). Os autores sugerem que a inducédo de
apoptose promovida pelos compostos foi resultado da diminuicdo dos niveis da
proteina Bcl-2, uma proteina antiapoptoética, que forma um heterodimero com a
proteina pré-apoptotica — Bax. A proporgdo intracelular destas duas proteinas
determina a sensibilidade ou resisténcia da célula a um estimulo apoptético. Como
verificado experimentalmente, os oxisterdis promovem a diminuicdo dos niveis de
Bcl-2 mas ndo de Bax, tornando a célula mais sensivel a morte celular por apoptose.
Com relacdo ao acumulo das células THP-1 na fase G2/M do ciclo, 0 mecanismo
molecular proposto pelos autores foi que os oxisterdis promovem diminuicdo dos
niveis de ciclina B1, a qual juntamente com as proteinas cdc2 e ciclina A séo
responsaveis pela progresséo da fase G2/M do ciclo celular.

Propriedades antitumorais de plantas do género Artemisia ja foram
comprovadas anteriormente. O extrato aquoso de A. vulgaris exerceu potente efeito
inibitério no crescimento e formacgédo de colénia em células de cancer de prostata,
mama e colorretal, através da inducdo de apoptose, a qual foi verificada pela
ativacao (clivagem) de caspase-3 e também clivagem da enzima poli (ADP-ribose)
polimerase (PARP). A caspase-3 esta envolvida na fase de execucédo da apoptose,
sendo responsavel pela clivagem de diversos substratos, incluindo a enzima PARP.
(NAWAB et al., 2011).

O composto artesunato, um derivado semi-sintético da artemisina, lactona
sesquiterpénica isolada de Artemisia annua, induziu parada das células de cancer
de pulmdo na fase G2/M do ciclo celular. Este efeito tornou as células mais
sensiveis a radioterapia, porque as células tumorais acumuladas nesta fase do ciclo
celular sdo mais sensiveis a irradiagdo do que nas demais fases (ZHAO et al.,
2011).
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5.3.3.4 Efeitos sobre a diferenciacao celular

Uma recente abordagem no tratamento da leucemia monocitica € o uso de
compostos que sejam capazes de induzir as células imaturas do cancer, paradas em
algum ponto do processo de diferenciacdo, a terminarem de se diferenciar em
macrofagos, cessando assim a proliferacao celular (WU; LEE, 2011).

Com este objetivo, as células THP-1 foram tratadas por 120 horas com os
compostos Al, VI, API, VPI e API-F1 nas concentracdes de 250 e 500 pg/ml. Apos o
periodo de incubacdo as células foram fotografadas em microscopio invertido a fim
de identificar mudancas na morfologia celular. Os resultados deste ensaio estao

representados nas figuras 35, 37 e 38.

FIGURA 35 - EFEITO DA INFUSAO PREPARADA A PARTIR DA PARTE AEREA DE A. absinthium
(Al) SOBRE A DIFERENCIACAO DAS CELULAS THP-1.

NOTA: Ensaio de diferenciacéo celular. As células THP-1 foram plaqueadas na densidade de 1x10°
células/poco em placas de 24 pogos, ja em contato com a infusdo de A. absinthium, nas
concentracdes de 250 e 500 pg/ml. Como controle positivo foi usado o PMA e negativo, somente o
meio RPMI. As células foram incubadas a 37 °C, 5% CO,. Apds 5 dias, as células foram observadas
em microscopio invertido e fotografadas no aumento de 200x. (A) PMA — Controle positivo; (B) Meio
RPMI — Controle negativo; (C) Al 250 pg/ml; (D) Al 500 pg/ml. As fotografias séo representativas de
trés experimentos independentes realizados em triplicatas. As setas pretas indicam as células
diferenciadas, aderidas a placa.

FONTE: O autor (2012)
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Todos os compostos avaliados foram capazes de induzir a diferenciacéo das
células THP-1, de mondcitos para macrofagos. Isto ficou evidente pela mudanca de
morfologia de algumas células, as quais passaram a se assemelhar mais a
macréfagos, aumentando o volume citoplasmatico e passando a aderir na placa
(AUWERX, 1991). Além disso, também foi possivel observar o surgimento de
inumeros granulos citoplasmaticos, como pode ser observado na figura 36, os quais
sdo decorrentes do aumento de organelas, como lisossomos e mitocondrias,
essenciais para as funcdes dos macréfagos (DAIGNEAULT et al., 2010).

A diferenciacdo de um progenitor celular ndo-diferenciado em uma célula
madura, com fendtipo biologicamente funcional € um processo altamente complexo
e regulado. A diferenciagdo de mondcitos em macréfagos in vivo requer uma ampla
variedade de fatores de crescimento, como o fator estimulador de colbnias de
granuldcitos e macréfagos (GM-CSF), interleucina 3 e fator estimulador de colbnias
de macréfagos (M-CSF), os quais sdo necessarios em varios estagios da
diferenciacdo dos mondcitos, atuando de forma sinérgica (ABE et al.,1991; CHEN-
DEUTSCH et al., 2009).

FIGURA 36 - MUDANGA DE MORFOLOGIA DAS CELULAS THP-1 EM RESPOSTA AO
TRATAMENTO COM A INFUSAO DE A. absinthium.

NOTA: Ensaio de diferenciagdo celular. A seta vermelha indica uma célula THP-1 diferenciada em
macroéfago, apresentando morfologia tipica, numerosos granulos citoplasméaticos, adeséo a placa e
expansao citoplasmatica. Neste ensaio as células THP-1 foram plaqueadas na densidade de 1x10°
células/poco em placas de 24 pogos, ja em contato com a infuséo de A. absinthium, na concentragéo
de 250 pg/ml. As células foram incubadas a 37 °C, 5% de CO,. Apds 5 dias, as células foram
observadas em microscépio invertido e fotografadas no aumento de 200x.

FONTE: O autor (2012)



111

O mecanismo molecular pelo qual os extratos avaliados no presente estudo
promoveram a diferenciacao das células THP-1 € desconhecido, mas provavelmente
€ resultado de um processo que envolve diversas vias metabdlicas.

Indutores da diferenciacdo exogenos, como a 1,25 dihidroxivitamina D3,
podem atuar através da regulacdo de diversas vias, como a via da proteina quinase
C, a via metabdlica fosfatidilinositol 3-quinase / proteina serina-treonina quinase
(PI3/AKT) e também através da via da proteina quinase ativada por mitdgenos
(MAPK) (Revisado por CHEN-DEUTSCH et al., 2009). Recentemente, estudos tém
mostrado que microRNAs também estdo envolvidos no processo de inducdo da
diferenciacdo de células de leucemia mieldide pela 1,25 dihidroxivitamina D3
(WANG et al., 2009). Assim, os estudos mostram que a capacidade de a 1,25
dihidroxivitamina D3 induzir a diferenciagdo de mondcitos a macréfagos, oferece
uma alternativa promissora e menos toxica para o tratamento da leucemia miel6ide
aguda (CHEN-DEUTSCH et al., 2009).
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FIGURA 37 - EFEITO DO POLISSACARIDEO BRUTO OBTIDO DA INFUSAO DA PARTE AEREA
DE A. absinthium (APl) E DA FRACAO PURIFICADA (API-F1) SOBRE A DIFERENCIACAO DAS
CELULAS THP-1.

NOTA: Ensaio de diferenciacéo celular. As células THP-1 foram plaqueadas na densidade de 1x10°
células/poco em placas de 24 pocos, jA em contato com o polissacarideo bruto da infusé@o e a fragcéo
purificada, obtidos das folhas de A. absinthium, nas concentra¢cdes de 250 e 500 pg/ml. Como
controle positivo foi usado o PMA e negativo, somente o meio RPMI. As células foram incubadas a
37 °C, 5% de CO,. Apos 5 dias, as células foram observadas em microscépio invertido e fotografadas
no aumento de 200x. (A) PMA — Controle positivo; (B) Meio RPMI — Controle negativo; (C) APl 250
pg/ml; (D) APl 500 pg/ml; (E) API-F1 250 pg/ml; (F) API-F1 500 pg/ml. As fotografias s&o
representativas de trés experimentos independentes realizados em triplicatas. As setas pretas
indicam as células diferenciadas, aderidas a placa.

FONTE: O autor (2012)
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FIGURA 38 - EFEITO DA INFUSAO PREPARADA A PARTIR DA PARTE AEREA DE A. vulgaris (V1)
E DO POLISSACARIDEO BRUTO (VPI) SOBRE A DIFERENCIACAO DAS CELULAS THP-1.

NOTA: Ensaio de diferenciagéo celular. As células THP-1 foram plaqueadas na densidade de 1x10°
células/poco em placas de 24 pocos, j& em contato com a infusdo e o polissacarideo bruto de A.
vulgaris, nas concentra¢des de 250 e 500 pg/ml. Como controle positivo foi usado o PMA e negativo,
somente 0 meio RPMI. As células foram incubadas a 37 °C, 5% de CO,. Apés 5 dias, as células
foram observadas em microscépio invertido e fotografadas no aumento de 200x. (A) PMA — Controle
positivo; (B) Meio RPMI — Controle negativo; (C) VI 250 ug/ml; (D) VI 500 pug/ml; (E) VPI 250 pg/ml;
(F) VPI 500 ug/ml. As fotografias sé@o representativas de trés experimentos independentes realizados
em triplicatas. As setas pretas indicam as células diferenciadas, aderidas a placa.

FONTE: O autor (2012)
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Wu e Lee (2011) também observaram que um polissacarideo bruto isolado de
sementes de Fagopyrum tataricum foi capaz de induzir a diferenciacdo das células
THP-1 a macréfagos, mas 0s mecanismos pelos quais 0 polissacarideo
desencadeou a diferenciacdo nao estéo esclarecidos.

Os polissacarideos e as infusdes de A. absinthium e A. vulgaris, avaliados
neste estudo, ndo demonstraram ser citotoxicos para as células THP-1, mas
promoveram uma reducdo na proliferacdo e induziram a diferenciacdo destas
células. Assim, estes resultados mostram que estes extratos podem ser
potencialmente Uteis e seguros como tratamento complementar da leucemia
mieldide aguda, em especial as infusdes, as quais sdo formas faceis de preparar e

utilizar.

5.4 CONSIDERACOES FINAIS

Plantas medicinais sdo uma alternativa comum na prevencgao ou tratamento
do cancer em muitos paises (NAWAB et al.,, 2011). Além disso, constituem uma
fonte importante para descoberta de novas estruturas quimicas que podem ser
usadas como modelos para sintese de compostos analogos semi-sintéticos mais
eficazes contra as células do cancer. Atualmente, produtos obtidos a partir de fontes
naturais ou compostos modelados a partir de compostos quimicos encontrados na
natureza, compreendem cerca de 50% das drogas que sdo usadas na quimioterapia
contra o cancer (MANN, 2002).

Polissacarideos obtidos de diversas fontes vegetais tém mostrado atividade
antitumoral sobre diferentes tipos de cancer como cancer géastrico (XU et al., 2011),
cancer de mama (TAPER; ROBERFROID, 1999) e também sobre células de
leucemia humana (WU; LEE, 2011).

Neste trabalho, a partir da infusdo de A. absinthium foram obtidos
polissacarideos por precipitacdo etandlica, sendo que desta fragdo polissacaridica
bruta (API) foi isolada uma arabinogalactana-proteina (AGP) que representa 6% do
total de polissacarideos obtidos por infusdo. Esta AGP apresentou massa molar de
84.160 g/mol e nos ensaios de atividade antitumoral in vitro sobre as células de

leucemia humana (THP-1), esta fracdo pura ndo apresentou efeito sobre a
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proliferacdo celular, mas foi capaz de induzir a diferenciagdo terminal destas células
a macrofagos. A fracdo polissacaridica bruta (API) desta espécie, além de induzir a
diferenciacéo celular, também reduziu a proliferacéo das células em 18,7% apo6s 120
horas de tratamento, na maior dose testada (500 pg/ml).

A fracdo polissacaridica obtida por precipitacdo etanodlica da infusdo de A.
vulgaris (VPI) mostrou ser constituida majoritariamente (85%) por frutanas. A
comparacdo do espectro de RMN- *C desta amostra com frutanas isoladas de
outras espécies (FONTANA et al., 1994, CHANDRASHEKAR; PRASHANTH;
VENKATESH, 2011), permitiu classificar estas frutanas como inulina, um carboidrato
de reserva constituido por unidades de D-frutose unidas por ligagao $(2—1). Em
relacdo aos efeitos biolégicos, esta fracdo polissacaridica bruta foi capaz de induzir
a diferenciacao das células THP-1 in vitro.

Neste trabalho, as infusGes de A. absinthium (Al) e A. vulgaris (VI) também
foram avaliadas e exibiram efeitos significativos em relacdo a atividade antitumoral
sobre as células de leucemia humana (THP-1). No tempo de tratamento de 120
horas, a dose de 500 pg/ml da infusédo de A. absinthium foi capaz de reduzir em
42,6% a proliferacdo celular e, nesta mesma dose, a infusdo de A. vulgaris reduziu
em 46% a proliferacdo das células. Quimicamente, a infusdo da parte aérea de A.
absinthium é composta por 9,2% de carboidratos, 2,7% de proteinas e 3,7% de
compostos fendlicos. J4 a infusdo de A. vulgaris é composta predominantemente por
polissacarideos (40%), os quais foram identificados como inulina.

Como as infusdes das ervas apresentaram um efeito antitumoral mais
pronunciado do que as fracbes polissacaridicas isoladas, acredita-se que o efeito
antiproliferativo promovido pelas infusdes sobre as células THP-1 provavelmente
sdo resultado de um efeito sinérgico dos varios metabdlitos presentes nestes
extratos.

Dentre os compostos antitumorais ja caracterizados para o género Artemisia
estdo o0s monoterpenos, sesquiterpenos e compostos fendlicos (TAN; ZHENG,;
TANG, 1998). E geralmente aceito que flavondides, os quais também estdo
presentes em extratos destas plantas, previnem, atrasam e ajudam a curar o cancer
(FERREIRA et al., 2010). Amstalden (2011) demonstrou que o flavondide
quercetina, foi capaz de diminuir a proliferacdo e induzir parada do ciclo celular em

gliomas humanos. Em outro estudo foi mostrado que lactonas sesquiterpénicas,
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caracteristicas de extratos de Artemisia, mostraram potente atividade antitumoral
sobre diversos tipos de cancer (TIN et al., 2011; ZHAO et al., 2011).

Os resultados do presente estudo com as células THP-1, sugerem que as
infusdes de A. absinthium e A. vulgaris podem auxiliar no tratamento de leucemias,
em especial na leucemia miel6ide aguda. No entanto, estudos adicionais sobre estes
extratos devem ser realizados, ja que a composicao destas infusbes mostra-se
bastante complexa, podendo conter substancias téxicas ao organismo, como 0
composto tujona, comumente presente em preparagdes destas ervas, para o qual ja
foram descritas atividades neurotoxicas (LACHENMEIER, 2010).
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6 CONCLUSOES

- A partir da infusdo da parte aérea de A. absinthium foram obtidos
polissacarideos, sendo que desta fracdo bruta foi isolada e caracterizada uma
arabinogalactana-proteina (AGP), que representa 6% do total dos polissacarideos
obtidos da infuséo.

- Nos ensaios de atividade bioldgica in vitro tanto a fracdo polissacaridica
bruta quanto a infusédo da parte aérea de A. absinthium, na concentracdo de 500
pg/ml, foram capazes de inibir a proliferacédo das células de leucemia humana (THP-
1) em 18% e 42,6%, respectivamente. O efeito antiproliferativo da infusédo foi mais
pronunciado que o efeito do polissacarideo, sugerindo que os polissacarideos da
infusdo exercem um efeito sinérgico aos compostos de baixa massa molar, também
presentes nesta fragao.

- A infusdo da parte aérea de A. vulgaris, bem como o polissacarideo bruto
obtido a partir desta infusdo apresentaram como componente principal a inulina.
Entretanto, somente a infusdo de A. vulgaris foi capaz de reduzir a proliferacdo das
células de leucemia humana (THP-1) em 46%, sugerindo que o efeito observado
esta associado somente a acdo dos compostos de baixa massa molar presentes na
infusdo desta espécie.

- No ensaio de diferenciacéo celular, as infusdes de A. absinthium e A.
vulgaris, os polissacarideos brutos das duas espécies e a AGP, induziram a
diferenciacao terminal das células THP-1.

- Baseados nestes resultados pode-se concluir que as infusdes de A.
absinthium e A. vulgaris, podem auxiliar no tratamento de leucemias, em especial na
leucemia mieléide aguda, afetando diretamente a proliferacdo celular e também
induzindo a diferenciacdo dos mondcitos imaturos em macréfagos, resultando em
parada na proliferacdo. Estes efeitos, conforme verificado no estudo, podem ser
decorrentes tanto da acdo dos compostos de baixa massa molar quanto dos

polissacarideos presentes nas infusdes destas espécies.
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