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RESUMO 

As plantas são as principais fontes de produtos bioativos ou de substâncias protótipos que podem 

originar fármacos. O Brasil abriga a maior biodiversidade do planeta, o que oferece excelentes 

possibilidades de se encontrar substâncias de interesse terapêutico e o Pantanal é um exemplo de 

biodiversidade, com riqueza e ampla distribuição de espécies de plantas. Diante do exposto, o 

objetivo do trabalho foi avaliar a atividade antiproliferativa de 10 espécies coletadas no Pantanal de 

Mato Grosso do Sul (Sesbania virgata, Centratherum punctatum, Echinodorus paniculatus, 

Caperonia castaneifolia, Aeschynomene histrix , Sebastiana hispida, Croton glandulosus, Hyptis 

brevipes, Tocoyena formosa e Randia armata). Foi utilizado um extrator de fluído pressurizado 

para o preparo de extratos polares a apolares e o fracionamento de cada espécie. Foram utilizadas 

seis linhagens de células neoplásicas humanas (786-0, PC-3, HT-29, MCF-7, NCI/ADR-RES, Hep 

G2) e uma linhagem não neoplásica murina (NHI/3T3). O método utilizado foi o da sulforrodamina 

B (SRB). Os extratos apolares de Centratherum punctatum e Hyptis brevipes se destacaram, com 

valores de GI50 próximos a 30 µg/mL e as frações acetato de etila destas mesmas espécies 

mostraram atividade citotóxica aprimorada, com valores de GI50 até seis vezes menores que o 

extrato. As frações ativas foram avaliadas em cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE-

DAD), sugerindo a presença de classe de substâncias já relatadas, isocentraterina e brevipolides, 

respectivamente para C. punctatum e H. brevipes, relacionadas à atividade antiproliferativa. 

Palavras- chave: Pantanal, Efeito Antiproliferativo, Sulforrodamina B. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

Plants are the principal sources of bioactive products or prototypic compounds from which drugs 

can be derived. Home to the greatest biodiversity on the planet, the Brazilian territory provides 

ample opportunity for the discovery of substances of therapeutic interest. The Pantanal biome is a 

notable example of this biodiversity, given the richness and wide distribution of its plant species. 

The purpose of this study was to evaluate the antiproliferative activities of 10 species collected from 

the Pantanal wetlands of Mato Grosso do Sul state (Sesbania virgata, Centratherum punctatum, 

Echinodorus paniculatus, Caperonia castaneifolia, Aeschynomene histrix, Sebastiana hispida, 

Croton glandulosus, Hyptis brevipes, Tocoyena formosa, and Randia armata). Polar and non-polar 

extracts prepared from each species were fractionated using an accelerated solvent extractor. Six 

neoplastic human cell lines (786-0, PC-3, HT-29, MCF-7, NCI/ADR-RES, Hep G2) and one 

murine non-neoplastic line (NHI/3T3) were employed. The sulforhodamine B (SRB) method was 

applied. Noteworthy were the GI50 values, of around 30 µg/mL, obtained for the non-polar extracts 

of Centratherum punctatum and Hyptis brevipes. For both species, the ethyl acetate fractions 

proved even more active, with GI50 values as much as six times lower than their respective extracts. 

Evaluation of the active fractions by high-performance liquid chromatography with diode-array 

detection (HPLC-DAD) suggested the presence, in C. punctatum and H. brevipes, of isocentratherin 

and brevipolides, respectively - compounds pertaining to a class previously reported as 

antiproliferative. 

Keywords: Pantanal, Antiproliferative Effect, Sulforhodamine B. 
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1. INTRODUÇÃO 

O Brasil abriga uma das maiores biodiversidades do planeta, com mais de 20% do número 

total de espécies da Terra (MMA, 2014). Com tantas fontes naturais ainda disponíveis, o país 

oferece excelentes possibilidades de se encontrar substâncias de interesse terapêutico. 

O Pantanal brasileiro está localizado na Bacia do Alto Paraguai, nos estados de Mato Grosso 

e Mato Grosso do Sul, sendo um dos maiores complexos de áreas úmidas do mundo, com terras 

inundadas esporadicamente e áreas de planaltos e depressões circundantes não inundadas (DA 

SILVA & GIRARD, 2004). Tal diversidade acarreta o aspecto mais marcante do Pantanal, uma 

combinação de vegetação mesic (úmida) e xeric (seca) crescendo lado a lado devido à inundação 

sazonal.  (ALHO, 2008). Esse conjunto de condicionantes ambientais garante a alta biodiversidade 

e mantêm o funcionamento ecológico de toda a região (ANA, 2004). Pott et al. (2011) 

demonstraram que dentre as 2000 espécies de plantas catalogadas no Pantanal, as famílias mais 

abundantes são Fabaceae, Poaceae, Malvaceae, Cyperaceae, Asteraceae, Rubiaceae, Myrtaceae e 

Convolvulaceae. 

Espécies coletadas no Pantanal já demonstraram possuir diversas atividades biológicas, 

como, por exemplo, citotóxica (MAHMOUD et al., 2011), antiinflamatória (TANUS-RANGEL et 

al., 2010), antifúngica (BISOLI et al., 2008), anticariogênica (BRIGHENTI et al., 2014) e acaricida 

contra Rhipicephalus (Boophilus) microplus (SANTOS et al., 2013). Porém inúmeras espécies 

ainda permanecem sem estudos, com a possibilidade da descoberta de novos produtos com 

potencial farmacológico e econômico. 

O câncer é uma das doenças que mais causam temor na sociedade, por ter se tornado um 

estigma de mortalidade e dor (ALMEIDA et al., 2005). Nas últimas décadas, o câncer vem se 

apresentando como um problema de saúde pública mundial, despertando o interesse urgente na 

pesquisa para o desenvolvimento de fármacos com atividade antitumoral (COSTA-LOTUFO et al., 

2010). 

Desde 1950, o Instituto Nacional do Câncer dos EUA (NCI), reconhece o potencial uso de 

produtos naturais como agentes anticâncer. O estudo guiado para triagem de plantas com esta 

atividade levou a descoberta de diversas substâncias, como por exemplo, os alcaloides da vinca, 

vimblastina e vincristina, (Catharanthus roseus - Apocynaceae), do taxol (Taxus brevifolia - 

Taxaceae) e das podofilotoxinas, etoposídeo e teniposídeo (Podophyllum peltatum – 
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Berberidaceae). Neste contexto, atualmente, a grande maioria dos agentes utilizados para o 

tratamento do câncer vem de produtos naturais (CRAGG; NEWMAN, 2013). 

O ensaio de citotoxicidade em linhagens de células neoplásicas é considerado um parâmetro 

válido para a detecção da atividade antitumoral, já que a maioria dos quimioterápicos usados na 

terapêutica foi selecionada por sua capacidade de controlar a proliferação celular (ALMEIDA et al., 

2005).  

Neste estudo espécies coletadas no Pantanal de Mato Grosso do Sul foram submetidas a uma 

atividade biomonitorada quanto a sua atividade antiproliferativa, por meio do teste de 

Sulforrodamina B (SRB) frente à linhagens de células neoplásicas. 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Câncer 

Câncer é um termo usado não apenas para uma doença, mas muitas doenças em que as 

células anormais se dividem sem controle e são capazes de invadir outros tecidos. Existem mais de 

100 tipos diferentes de câncer, diferenciados pela etiologia, processo de evolução e forma de 

tratamento e, por isso, o câncer não pode mais ser considerado como uma única patologia 

(COELHO, 1998; NCI, 2014). 

A célula cancerígena caracteriza-se pela perda da função em consequência da proliferação 

incontrolada, ausência de diferenciação, capacidade de invadir os tecidos adjacentes e metástases. 

Resumidamente, o câncer pode ter início por fatores genéticos, como a ativação de oncogenes e/ ou 

provocada pela ação de agentes carcinogênicos químicos, físicos ou biológicos (RUBIN; 

STRAYER; RUBIN, 2008). 

Na maioria dos casos a carcinogênese (formação do câncer) ocorre gradativamente. O 

estágio de iniciação é o primeiro, onde o agente carcinogênico atua sobre as células provocando 

alterações genéticas. Segue-se então o estágio de promoção, que após período de contato com as 

células já geneticamente modificadas, as transforma gradualmente em células malignas. Por fim, 

dá-se o estágio de progressão, processo onde a multiplicação das células já está descontrolada, é 

irreversível e evolui até o aparecimento dos primeiros sinais clínicos (ALMEIDA et a.l, 2005). 

De acordo com o projeto Globocan 2012, da Agência Internacional para Pesquisa em Câncer 

da Organização Mundial da Saúde (OMS), neste mesmo ano houve 14,1 milhões de casos novos de 
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câncer e um total de 8,2 milhões de mortes por câncer, em todo o mundo. Já para o ano de 2030, 

essa estimativa aponta para 27 milhões de casos incidentes de câncer, 17 milhões de mortes por 

câncer e 75 milhões de pessoas vivas, anualmente, com câncer. 

A estimativa para o ano de 2014 no Brasil, que também compreende o ano de 2015, aponta 

para a ocorrência de aproximadamente 576 mil casos novos de câncer (Tabela 1), o que reforça a 

amplitude do problema no país. O câncer de pele do tipo não melanoma será o mais incidente na 

população brasileira, seguido pelos tumores de próstata, mama feminina, cólon e reto, pulmão, 

estômago e colo do útero. No estado de Mato Grosso do Sul, as estimativas para o ano de 2015 

indicam 8.120 casos novos de câncer, destes 4.140 para os homens e 3.980 para mulheres, sendo os 

mais incidentes de próstata (1.020 casos novos) e mama feminina (770 casos novos) (INCA, 2014). 

Tabela 1 - Distribuição proporcional dos dez tipos de câncer mais incidentes estimados para 2014 

por sexo, exceto pele não melanoma*. 

 
Fonte: INCA, 2014  
 

Novas características da sociedade brasileira como o processo de urbanização populacional, 

da industrialização e dos avanços da ciência e da tecnologia, fazem com que o Brasil altere seu 

perfil demográfico, e juntamente com estes novos estilos de vida, a exposição ainda mais intensa a 

fatores de risco próprios do mundo contemporâneo, se unam para aumentar a incidência de câncer 

no país. É incontestável que o câncer é hoje, no Brasil e no mundo, um problema de saúde pública, 

cujo controle, prevenção e tratamento devem ser priorizados. 

De acordo com a OMS, a utilização de preparados de plantas é em torno 63% entre os 

pacientes com câncer em todo mundo, confirmando o eminente crescimento do interesse por 

produtos naturais no mundo (SIU, 2011). Nesta linha de pesquisas, um dos principais e mais 

promissores segmentos é o desenvolvimento de novos quimioterápicos, pois atualmente a grande 
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maioria dos agentes utilizados para o tratamento do câncer vem de produtos naturais (CRAGG; 

NEWMAN, 2013). 

2.2 Cultura de Células e Ensaio In Vitro 

Há algumas décadas, a cultura de células era vista como algo de difícil compreensão, cuja 

finalidade e aplicabilidade práticas não eram possíveis extrapolar para a realidade da medicina. 

Atualmente, é uma técnica largamente reconhecida e rotineiramente utilizada em laboratório, 

particularmente em investigação (CRUZ et al., 2009). 

As culturas celulares podem ser cultivadas em monocamadas aderentes em substrato sólido, 

ou em suspensão de meio de cultura, quando as células são não-aderentes. São derivadas de 

explantes primários ou de suspensão de células dispersas (FRESHNEY, 2005). Elas normalmente se 

iniciam a partir da retirada de um fragmento de tecido, sendo chamada de cultura primária. A 

manutenção destas células dá origem a sub-culturas sucessivas, denominadas culturas secundárias 

(Figura 2), que podem ser mantidas imortalizadas nas condições adequadas. 

Figura 2 - Obtenção de uma linhagem celular a partir de um tecido. Estabelecimento de uma 

linhagem celular através da cultura primária e de sub-culturas sucessivas (cultura secundária).  

 

Fonte: CRUZ et al., 2009 
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O cultivo celular in vitro possibilita o monitoramento físico-químico do pH, temperatura, 

pressão osmótica, níveis de CO2 e O2, além das condições fisiológicas poderem ser mantidas 

relativamente constantes. Também possui vantagens como ser menos custosa economicamente que 

os testes in vivo, e reduzir o uso de animais em experimentos, evitando questões éticas e morais 

(FRESHNEY, 2005). 

O cultivo celular permitiu até hoje grande avanço nas descobertas científicas (AMARAL; 

MACHADO-SANTELLI, 2011), especialmente na triagem de novos agentes antineoplásicos onde 

os ensaios de citotoxicidade em cultura de células avaliam a atividade antincâncer dos compostos 

testados (HOUGHTON et al., 2007).  Os testes mais usados são os colorimétricos que utilizam o sal 

de tetrazolium - MTT (MOSMANN, 1983) e a Sulforrodamina B (SRB) (SKEHAN et al., 1990; 

FRESHNEY, 2005). 

No teste de citotoxicidade baseado na coloração, as células são primeiramente submetidas a 

condições normais de crescimento e proliferação e têm sua intensidade quantificada (diretamente 

proporcional ao número de células viáveis). Em seguida é feita a comparação desses resultados na 

presença ou ausência de uma substância-teste (HOUGHTON et al., 2007).  

O MTT quantifica a capacidade das células viáveis de reduzirem o sal amarelo de 

tetrazolium a cristais púrpuros de formazan, usando a enzima mitocondrial Succinato 

Desidrogenase. O ensaio detecta quantitativamente a proliferação e sobrevivência das células. 

(MOSMANN, 1983). Já a SRB se liga a componentes protéicos das células, ou seja, cora proteínas 

celulares fixadas pelo ácido tricloroacético (TCA), sendo independe do metabolismo celular 

(HOUGHTON et al., 2007).  Este método permite a avaliação em diversos tipos de células 

neoplásicas, possibilitando a pesquisa de amostras com maior especificidade. Outra vantagem é a 

rapidez e a eficiência do método, que em poucos dias pode avaliar um número elevado de amostras 

(SKEHAN et al., 1990; MONKS et al., 1991). 

Com isso, os métodos de triagem in vitro, utilizando a cultura de células neoplásicas, são os 

mais utilizados para a triagem inicial de novas substâncias antitumorais (HOLBECK, 2004). 

2.3 Pantanal 

O complexo do Pantanal está localizado na bacia hidrográfica do Alto Paraguai, é uma 

ampla depressão sazonalmente inundada e abrange no território brasileiro uma área de 150.355 Km2 

nos Estados de Mato Grosso e Mato Grosso do Sul (Figura 1), no Centro-Oeste brasileiro (ABDON 

et al., 2007). É considerada a maior área úmida do mundo e foi declarado Patrimônio Nacional pela 
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Constituição Brasileira de 1988, além de contemplar áreas de Reserva da Biosfera declaradas pela 

UNESCO (Organização das Nações Unidas para a Educação, Ciência e Cultura) em 2000.  

 

Figura 1 – Regiões Brasileiras e Sub-Regiões do Pantanal 

 
Fonte: ECOA, 2014 

Da Silva e Abdon (1998) dividiram o ecossistema pantaneiro em 10 sub-regiões diferentes, 

de acordo com uma interação única de fatores relacionados à inundação, relevo, solo e vegetação. 

Estas sub-regiões são: Cáceres, Poconé, Barão de Melgaço, Paraguai, Paiaguás, Nhecolândia, 

Abobral, Aquidauana, Miranda e Nabileque (Figura 1). 

Com base na altitude, a bacia do Pantanal pode ser subdividida em três unidades: Planalto, 

de 250 a 750 metros acima do nível do mar, caracterizado por uma planície com cobertura vegetal 

característica de savana aberta, chamado de cerrado; Depressão, que ocorre em altitudes entre 180 e 

250 metros, é uma pequena região, com encostas íngremes, geralmente cobertos por uma densa 

floresta denominada localmente de cerradão; e o Pantanal, que varia de 150 a 180 metros. A baixa 

declividade desta unidade dificulta o escoamento da água, sendo um bom exemplo da complexidade 

hidrológica de áreas alagadas (DA SILVA; GIRARD, 2004; JUNK et al., 2006; FANTIN-CRUZ et 

al., 2008). 

O Pantanal possui clima tropical quente e sub-úmido, com duas estações bem definidas, a de 

seca entre os meses de maio e setembro e a chuvosa de outubro a março, alcançando médias de 

1000 a 1200 mm de chuva, cerca de 80% das precipitações anuais (CÂMARA; VITAL, 2004). 
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O Pantanal é um mosaico, com plantas oriundas do Chaco, Cerrado, Amazônia e Mata 

Atlântica (POTT & POTT, 1994). Seu ciclo hidrológico e a dinâmica hídrica da região, 

representadas principalmente pela alternância de períodos de secas e cheias, são condicionantes 

ambientais que garantem a alta biodiversidade e mantêm o funcionamento ecológico de toda a 

região (ANA, 2004). 

A mudança sazonal entre as fases aquáticas e terrestres resulta em rápida ciclagem de 

nutrientes e permite a produtividade de uma região geralmente considerada pobre de nutrientes. 

Nogueira et al. (2002), Ferraz (2003) e Rebellato e Cunha (2005) demonstraram que durante o 

período seco, a matéria orgânica se acumula na superfície do solo. Quando a temporada de 

inundação chega, um processo de decomposição acelerada começa e ocorre a liberação de 

nutrientes, que transfere detritos orgânicos nutricionalmente ricos, mantendo o solo fértil durante o 

período seco. Além disso, a comunidade de plantas aquáticas se torna terrestre ao longo do pulso de 

inundação. Assim, essa variação das fases anuais das águas resulta na essência da complexibilidade 

ecológica, com riqueza de diversidade e distribuição de espécies de plantas, adaptação a uma vasta 

gama de habitats de inundação e manutenção da diversidade da paisagem e heterogeneidade 

(ALHO, 2008; HAMILTON, 2002). 

2.4 Produtos Naturais 

O Brasil com uma área territorial de 8,5 milhões de quilômetros quadrados e vários biomas 

(Mata Atlântica, Cerrado, Pantanal, Amazônia e Caatinga) possui a maior biodiversidade do mundo, 

cerca de 20% do número total de espécies do planeta (CALIXTO, 2003), com a possibilidade da 

descoberta de novas substâncias com potencial farmacológico e econômico (ARAÚJO et al., 2007).  

Muitas espécies são usadas empiricamente, sem respaldo cientifico quanto à eficácia e 

segurança. Em todo o mundo, apenas 17% das plantas foram estudadas de alguma forma quanto ao 

seu emprego medicinal e a maioria, sem grande aprofundamento nos aspectos fitoquímicos e 

farmacológicos, o que demonstra o enorme potencial das plantas para a descoberta de novos 

produtos naturais (CRAGG; NEWMAN, 1999; HOSTETTMANN; QUEIROZ; VIEIRA, 2003). 

Estima-se que 40% dos medicamentos disponíveis na terapêutica atual foram desenvolvidos 

de fontes naturais: 25% de plantas, 13% de microrganismos e 3% de animais. Além disso, um terço 

dos medicamentos mais prescritos e vendidos no mundo foram desenvolvidos a partir de produtos 

naturais (CALIXTO, 2003). Estima-se ainda, que do total de 252 drogas na lista de medicamentos 

essenciais da OMS, 11% é exclusivamente de origem vegetal (SAHOO et al., 2010). 
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No caso das drogas anticâncer, esse percentual atinge cerca de 70% (ROUHI; 

WASHINGTON, 2003; CRAGG; NEWMAN, 2013). Segundo o Instituto Nacional do Câncer dos 

Estados Unidos (NCI), entre 1940 e 2006, mais de dois terços das drogas anticâncer aprovadas ou 

são produtos naturais, ou foram desenvolvidas com base neles, tais como os alcaloides da vinca 

(vinblastina, vincristina, vindesina, vinorelbina); taxanos (paclitaxel, docetaxel); epipodofilotoxinas 

(etoposídeo, tenoposideo); camptotecina e seus derivados (topotecan, irinotecan); antraciclinas 

(doxorrubicina, daunorrubicina, epirrubicina, idarrubicina) e outros (EFFERTH, 2010). 

Os efeitos indesejáveis causados pelo uso abusivo ou incorreto dos medicamentos sintéticos, 

a insatisfação com a medicina convencional, a consciência ecológica, a disponibilidade, a nova 

tendência mundial e os custos mais baixos são fatores que impulsionam o aumento da busca por 

produtos naturais como recursos terapêuticos (CALIXTO, 2003; SOUZA-MOREIRA; SALGADO; 

PIETRO, 2010).   

Assim, mesmo na sociedade moderna é possível observar a grande importância dos produtos 

naturais, como fonte de medicamentos ou protótipos para os mesmos. Porém é necessário um 

minucioso conhecimento das propriedades das espécies vegetais e sua utilização como 

medicamentos, pois é fato que as plantas medicinais apresentam ampla diversidade de componentes 

com diferentes atividades biológicas (SIMÕES et al., 2007). 

2.5 Famílias  

2.5.1 Fabaceae  

A família Fabaceae (Leguminosae) possui distribuição cosmopolita, incluindo cerca de 650 

gêneros e aproximadamente 18.000 espécies, representando uma das maiores famílias de 

Angiospermas e também uma das principais do ponto de vista econômico. No Brasil ocorrem cerca 

de 175 gêneros e 1.500 espécies (SOUZA; LORENZI, 2008). Possuem grande interesse econômico 

por conter espécies utilizadas na alimentação, especialmente o feijão (Phaseolus vulgaris) e a soja 

(Glycine max). Considerando sua associação com bactérias do gênero Rhizobium, fixadoras de 

nitrogênio, esta família também é usada na adubação verde. Outras tantas espécies desta família são 

utilizadas como ornamentais, sendo a principal família utilizada na arborização urbana no Brasil 

(SOUZA; LORENZI, 2008). 

O gênero Sesbania é constituído por cerca de 500 espécies em todo o mundo, sendo um 

grupo de espécies nativas de ocorrência nos trópicos e subtrópicos (SHUGUANG et al., 2009). A 

espécie Sesbania virgata (Cav.) Pers., por fixar N2 é comumente utilizada em áreas de recuperação 
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de solos degradados, no reflorestamento de matas ciliares e como adubo verde (TRANNIN et al., 

2001; COUTINHO et al., 2005), mas também apresenta relato de atividade antinociceptiva, 

antiinflamatória (BRAGGIO et al., 2002) e antifúngica (PRAXEDES et al., 2011). 

O gênero Aeschynomene possui cerca de 350 espécies, distribuídas nos trópicos e em locais 

mais quentes das zonas temperadas sendo que, para o continente americano, foram listadas 160 

espécies (KLITGAARD; LAVIN, 2005). Espécies de Aeschynomene são citadas como fixadoras de 

nitrogênio, apícolas, ornamentais e forrageiras (RUDD, 1955; POTT et al., 2000; ULIBARRI et al., 

2002; ALVES, 2008).  

2.5.2 Asteraceae  

Asteraceae é a maior família em número de espécies descritas, com cerca de 23.000 - 30.000 

espécies, distribuídas entre 1.600 - 1.700 gêneros que ocorrem em todos continentes, exceto na 

Antártida (FUNK et al., 2005; JUDD et al., 2008). Segundo Nakajima e Semir (2001) o Brasil 

detém boa parte da diversidade de Asteraceae da flora mundial. 

As espécies de Asteraceae têm seus constituintes químicos e atividades biológicas 

largamente estudadas, com uma ampla variedade de metabólitos secundários (VERDI et al., 2005). 

Talvez essa característica seja a principal responsável pela importância econômica da família 

principalmente na medicina tradicional, bem como na alimentação, na produção cosmética e como 

plantas ornamentais (ROQUE; BAUTISTA, 2008). Possui diversas atividades biológicas relatadas, 

como antioxidante, antimicrobiana (FABRI et al., 2011) analgésica, antiinflamatória (LORENZI; 

MATOS, 2002), inseticida, antimalária, antiulcerogênica (RIVERO et al., 2002), entre outros. 

O gênero Centratherum possui 48 espécies descritas, porém apenas cinco aceitas 

cientificamente. Uma delas, Centratherum punctatum Cass., conhecida popularmente como 

perpétua-roxa-do-mato, vassourinha-roxa ou perpétua-do-mato, é utilizada no paisagismo urbano, 

principalmente no entorno de edificações. Também empregada na medicina tradicional, estudos 

relatam sua atividade antioxidante, antimicrobiana, antiproliferativa (Gbolade et al., 2009), anti-

helmíntica, anti-filiaríose e anti-hiperglicêmica (NISHA et al., 2007; ANI; NAIDU, 2008). 

2.5.3 Alismataceae  

A família Alismataceae apresenta cerca 16 gêneros e de 100 espécies, com distribuição 

cosmopolita (ANDRADE et al., 2007). Essa família reúne ervas aquáticas, parcialmente submersas, 
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sendo encontradas frequentemente em lagos, pântanos, rios e córregos de água doce (SOUZA; 

LORENZI, 2005). 

Dentre seus gêneros, Echinodorus possui a maior diversidade específica, apresentando 45 

espécies (JUDD et al., 2008) que ocorrem, predominantemente, na região tropical da América do 

Sul. Este gênero possui relato de atividade anti-hipertensiva, vasodilatadora (LESSA et al., 2008), 

analgésica, antiinflamatória (DUTRA et al., 2006), imunossupressora (PINTO et al., 2007) e 

antiepilética (BUZNEGO; PÉREZ–SAAD, 2006). Echinodorus paniculatus Micheli, popularmente 

conhecida como chapéu-de-couro-de-folha-fina, é uma espécie ornamental, decorativa, medicinal, 

apícola e forrageira (POTT; POTT, 2000).  

2.5.4 Euphorbiaceae  

Euphorbiaceae apresenta aproximadamente 6.300 espécies (GOVAERTS et al., 2000) 

agrupadas em 300 gêneros (SIMPSON et al., 2006). No Brasil são pouco mais de 1.000 espécies 

reunidas em 70 gêneros de hábitos variados e presentes em todos os tipos vegetacionais (SOUZA; 

LORENZI, 2008). Com grande diversidade morfológica e fitoquímica, possui muitas espécies de 

importância econômica (WURDACK et al., 2005). Possui relatada atividade antifúngica 

(CARDOSO-LOPES et al., 2009), antiviral sobre o vírus influenza (FORERO et al., 2008), no 

tratamento de colesterol e diabetes (KRISHNAVENI; MIRUNALINI, 2010), cardioprotetora e 

calmante (COMPAGNONE et al., 2010). 

O gênero Croton conta com um número entre 1.200 e 1.300 espécies descritas (LIMA; 

PIRANI, 2008), com relatada atividade anticâncer, anti-inflamatória, antioxidante, antirreumática, 

antiulcérica (SIMIONATTO et al., 2007), antinociceptiva e antifúngica (SOUZA et al., 2006). 

O gênero Sebastiania compreende 17 espécies, das quais 12 foram registradas para a 

América do Sul, estando algumas dessas espécies normalmente associadas a ambientes xéricos e, 

freqüentemente, ocorrem próximas a cursos d’água (ESSER, 2011).  

2.5.5 Lamiaceae  

A família Lamiaceae compreende 236 gêneros e 7.173 espécies de distribuição cosmopolita 

(HARLEY et al., 2004). No Brasil ocorrem aproximadamente de 26 gêneros e 350 espécies 

(SILVA et al., 2011). Possui importância econômica por ser fonte de óleos essenciais aromáticos, 

voláteis essenciais e de plantas ornamentais. Muitas espécies são utilizadas como condimentos na 
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culinária, sendo algumas especiarias fonte de antioxidantes (HOSSAIN et al., 2010; JUDD et al., 

2008).  

O gênero Hyptis é representado por mais de 300 espécies e apresenta uma grande 

diversidade no Brasil. Várias espécies são relatadas como sendo aromáticas e apresentam 

propriedades medicinais com relevantes atividades farmacológicas (ZELLNER et al., 2009). Possui 

relatada atividade antiproliferativa (LAMBLIM et al., 2008), inseticida (JO; LA; EO, 2009), 

antimicrobiana (LADAN et al., 2009), antiedematogênica (BISPO et al., 2001), anti-inflamatória 

(ARRIGONI-BLANK et al., 2005) e antinociceptiva (ARRIGONI-BLANK et al., 2008). 

2.5.6 Rubiaceae  

A família Rubiaceae possui aproximadamente 650 gêneros e 13.000 espécies (DELPRETE, 

2004). Souza e Lorenzi (2005) citam 127 gêneros e aproximadamente 1.500 espécies nativas para o 

Brasil, o que corresponde a uma das principais famílias da flora brasileira. Rubiaceae reúne um 

considerável número de espécies com importância econômica, principalmente como ornamental, 

medicinal ou alimentícia (MENDOZA et al., 2004). Como exemplos de substâncias ativas 

encontradas na família Rubiaceae, podemos citar a cafeína utilizada em diversos medicamentos, a 

emetina isolada de com atividade emética e anti-amebicida, a quinidina usada como antiarrítmico, a 

quinina utilizada por suas propriedades antimalárica e tônica, e ioimbina com efeito afrodisíaco 

(CORDELL et al., 2001), além de espécies contendo agentes com atividade anti-reumáticos, 

antidiarreicos, laxativos, no tratamento de úlceras gástricas, urticárias e gastrites (MOURA et al., 

2006). 

 O gênero Randia é composto de 250 espécies, estritamente neotropicais. Suas espécies são 

empregadas na alimentação, como plantas ornamentais e no uso medicinal (JUDD et  al., 2008).  

Já o gênero Tocoyena possui cerca de 30 espécies com distribuição neotropical, ocorrendo 

na América Central e América do Sul (GOTTSBERGER; EHRENDORFER, 1992) e possui relato 

de atividade antifúngica (BOLZANI et al., 1997). 
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3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo Geral 

Avaliar a atividade antiproliferativa de espécies vegetais coletadas no Pantanal de Mato 

Grosso do Sul. 

3.2. Objetivos Específicos 

Realizar uma triagem da atividade antiproliferativa de dez extratos polares e apolares de 

espécimes coletados no Pantanal Sul-Mato-Grossense, utilizando seis linhagens de células 

neoplásicas humanas e uma não neoplásica murina. 

Realizar o fracionamento dos extratos considerados ativos e avaliar a atividade 

antiproliferativa das frações em seis linhagens de células neoplásicas humanas e uma não 

neoplásica murina.  

Realizar a identificação dos compostos presentes nas frações ativas, através da análise por 

HPLC-DAD. 
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Resumo  

A atividade antiproliferativa de 10 espécies coletadas no Pantanal de Mato Grosso do Sul (Sesbania 

virgata, Centratherum punctatum, Echinodorus paniculatus, Caperonia castaneifolia, 

Aeschynomene histrix, Sebastiana hispida, Croton glandulosus, Hyptis brevipes, Tocoyena formosa 

e Randia armata) foi avaliada frente a seis linhagens de células neoplásicas (786-0, PC-3, HT-29, 

MCF-7, NCI/ ADR-RES, Hep G2) e uma linhagem não neoplásica (NHI/ 3T3). Foram preparados 

extratos polares a apolares e o fracionamento para cada espécie utilizando um extrator de fluído 

pressurizado e as amostras testadas em quatro concentrações, que variaram de 0,25 a 250 µg/mL, 

utilizando o método da Sulforrodamina B. Os extratos apolares de Centratherum punctatum e 

Hyptis brevipes se destacaram, com valores de GI50 menores que 30 µg/mL. Após o fracionamento 

destes extratos a atividade foi aprimorada em ambas as espécies nas frações acetato de etila, com 

valores de GI50 até seis vezes menores que o extrato. As frações ativas foram avaliadas em 

Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE-DAD), sugerindo a presença de classe de 

substâncias já relatadas para C. punctatum e H. brevipes, relacionadas à atividade citotóxica. 

 

Palavras-chave: Pantanal, Atividade Antiproliferativa, Sulforrodamina B. 

 

1. Introdução 

O Brasil possui aproximadamente 55 mil espécies de plantas superiores, distribuídas em 

cinco biomas principais: Pantanal, Mata Atlântica, Cerrado, Amazônia e Pampa (Fiaschi and Pirani, 

2009).  

O Pantanal é reconhecidamente o maior ecossistema de zonas úmidas do mundo e 

considerado Reserva da Biosfera Mundial pela UNESCO (Rylands and Brandon, 2005) com  uma 

combinação de vegetação úmida e seca crescendo lado a lado devido à inundação sazonal (Alho, 
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2008). Estas variações levam as espécies a desenvolverem avançados mecanismos de 

sobrevivência, diretamente relacionados com a produção ou alteração na quantidade e composição 

dos metabólitos secundários bioativos (Gobbo-Neto and Lopes, 2007). 

Espécies coletadas no Pantanal já demonstraram possuir diversas atividades biológicas, 

como citotoxicidade de Tabebuia heptaphylla e Attalea phalerata (Mahmoud et al., 2011), 

antiinflamatória de Echinodorus macrophyllus (Tanus-Rangel et al., 2010), antifúngica de 

Combretum laxum (Bisoli et al., 2008), anticariogênica de Croton doctoris (Brighenti et al., 2014) e 

acaricida contra Rhipicephalus (Boophilus) microplus das espécies Aeschynomene denticulata e 

Hyptis mutabilis (Santos et al., 2013). Porém, apesar do potencial, a maioria das espécies deste 

bioma permanece sem estudos do ponto de vista químico/biológico, podendo ser uma promissora 

fonte de novas substâncias com potencial farmacológico, como demonstrado no presente trabalho. 

Assim, 10 espécies coletadas no Pantanal de Mato Grosso do Sul (Sesbania virgata (Cav.) 

Pers., Centratherum punctatum Cass., Echinodorus paniculatus Micheli, Caperonia castaneifolia 

(L.) A. St.-Hil., Aeschynomene histrix Poir., Sebastiana hispida (Mart.) Pax ex Engl., Croton 

glandulosus L., Hyptis brevipes Poit., Tocoyena formosa (Cham. & Schltdl.) K. Schum. e Randia 

armata  (Sw.) DC.) foram biomonitoradas quanto a sua atividade antiproliferativa, por meio do 

teste da Sulforrodamina B (SRB) frente a linhagens de células neoplásicas. 

 

2. Material e Métodos 

2.1 Material vegetal 

O material vegetal de 10 espécies foi coletado em março de 2012, pela equipe de 

pesquisadores do Laboratório de Botânica - UFMS, e identificados pelo Professor Geraldo Alves 

Damasceno Junior, com acesso e autorização do Conselho de Gestão do Patrimônio Genético/ 

Ministério do Meio Ambiente (CGEN/MMA) 010273/2013-1. De cada espécie foi preparada uma 

exsicata que foi depositada no Herbário da Fundação Universidade Federal de Mato Grosso do Sul - 

Herbário CGMS (Tabela 1).  

 

Tabela 1 - Dados de coleta e registro do material vegetal. 

Espécie Família Parte coletada Registro 
Herbário 

Coordenadas 

Sesbania virgata Fabaceae RF/FO/FR CGMS 34909 19°37'5"S 
57°2'4"O 

Centratherum punctatum Asteraceae PA/FL CGMS 34910 19°37'5"S 
57°2'4"O 

Echinodorus paniculatus Alismataceae PA/FL CGMS 34917 19°34'37"S 
57°1'11"O 

Caperonia castaneifolia Euphorbiaceae PA/FL CGMS 34915 19°34'35"S 
57°1'9"O 
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Aeschynomene histrix Fabaceae PA/FL CGMS 34922 19°34'8"S 
57°1'12"O 

Sebastiana hispida Euphorbiaceae PA CGMS 34923 19°34'7"S 
57°1'15"O 

Croton glandulosus Euphorbiaceae PA/FL CGMS 34927 19°34'7"S 
57°1'15"O 

Hyptis brevipes Lamiaceae PT/FL CGMS 34918 19°34'8"S 
57°1'10"O 

Tocoyena formosa Rubiaceae RF/FO CGMS 34946 19°29'2"S 
57°2'16"O 

Randia armata Rubiaceae RF/FO/FR CGMS 34943 19°29'2"S 
57°2'16"O 

RF: ramos finos; PA: parte aérea (inclui folha, ramo fino e caule); PT: parte total (inclui raiz, folhas e ramos finos); FL: 

flor; FR: fruto; FO: folha. 

 

2.2 Preparação e análise dos extratos 

Os materiais coletados foram pulverizados em moinho de facas e tamisados (20 mesh). Foi 

realizado um processo automatizado para a obtenção dos extratos, usando um extrator de solvente 

acelerado ASE 150 (Dionex). 

Para a obtenção do extrato apolar, aproximadamente 20g de material vegetal foram extraídos 

com hexano: acetona (8:2) (3 x  5 minutos cada), 100% de volume de lavagem, tempo de purga de 

60 segundos e temperatura de extração de 125° C. Os extratos foram secos utilizando 

rotaevaporador com pressão reduzida. 

Em sequência foi obtido o extrato polar, utilizando-se como solvente etanol: água (7:3), com 

dois ciclos de 5 minutos, 80% de volume de lavagem, tempo de purga de 60 segundos e temperatura 

de extração de 125° C. Os extratos foram secos utilizando rotaevaporador com pressão reduzida. 

Os extratos ativos foram fracionados utilizando-se o mesmo extrator de fluído acelerado 

ASE 150 (Dionex), com diferentes solventes. O extrato foi adsorvido à 20g de sílica e cada fração 

foi obtida com solvente hexano, clorofórmio e acetato de etila, respectivamente, a partir de duas 

extrações a temperatura de 125° C, durante três ciclos de 5 minutos cada, 100% de volume de 

lavagem, tempo de purga de 60 segundos e secagem com rotaevaporador de pressão reduzida. 

 

2.3 CLAE - DAD 

As frações mais ativas foram analisadas por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 

(CLAE) (Shimadzu SPD-M20A, Japão) acoplada a detector de arranjo de diodo (DAD) utilizando 

uma coluna monolítica C18 (Onix Monolithic C18, Phenomenex), água como solvente A e metanol 

como solvente B, com o seguinte programa: de 0 a 5 minutos 40% de solvente B; de 5 a 35 minutos 

gradiente de 40% a 100% de solvente B; e 12 minutos de lavagem e estabilização retornando a 40% 

de solvente B. O fluxo de solvente foi de 1 mL.min-1 e a detecção em 270 nm ou 320 nm. 
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2.4 Teste biológico 

2.4.1 Cultura de células 

Foram utilizadas seis linhagens celulares de adenocarcinoma humano MCF-7 (ATCC–HTB-

22, mama), 786-0 (ATCC-CRL-1932, rim), PC-3 (ATCC-CRL-1435, próstata), NCI/ ADR-RES 

(ovário resistente a múltiplos fármacos), HT-29 (ATCC HTB-38, cólon), doadas pelo Prof. Dr. João 

Ernesto de Carvalho – Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Químicas, Biológicas e Agrícolas 

(CPQBA) UNICAMP e HepG2 (ATCC HB-8065, hepatocelular), doada pela Profª Drª Ilce Mara de 

Syllos Cólus, da Universidade Estadual de Londrina (UEL). Também foi utilizada uma linhagem de 

células não neoplásica (NIH/3T3 ATCC–CRL 1658, fibroblasto murino), adquirida do Banco de 

Células do Rio de Janeiro (BCRJ). As células foram cultivadas em meio contendo RPMI 1640 

suplementado com penicilina-estreptomicina 1% e Soro Fetal Bovino (SFB) 10%, mantidas em 

incubadora umidificada a 37o C e 5 % de CO2. 

 

2.4.2 Teste de atividade antiproliferativa 

Para este teste, as células foram semeadas em placas de 96 cavidades (placa-teste e placa T0) 

e após 24 horas, expostas a quatro concentrações das amostras-teste (0,25; 2,5; 25 e 250 µg/ mL) 

durante 48 horas. As amostras foram previamente dissolvidas em dimetilsufóxido (DMSO 

concentração final de 0,25 %), que não afeta a viabilidade celular. No momento da adição das 

amostras foi realizada a fixação das células da placa T0 com 100 µL por cavidade de ácido 

tricloroacético (TCA) 20 % durante meia hora a 4o C. 

Após o tempo de exposição de 48 horas às amostras, as células foram fixadas com adição de 

100 µL por cavidade de ácido tricloroacético (TCA) 20 % durante meia hora a 4o C e coradas pela 

Sulforrodamina B (SRB) de acordo com a metodologia descrita por Skehan et al. (1990).  

Foram obtidas três leituras de absorbância, a saber, no tempo zero (T0) e após 48 h tanto 

para o controle negativo (C) quanto para células tratadas com as amostras-teste (T). Quando C > T 

≥ T0 o crescimento, expresso em porcentagem, foi determinado usando a equação 100 x [(T – T0) / 

(C – T0)] (efeito citostático) e quando T < T0, o crescimento, expresso em porcentagem, foi 

determinado usando a equação 100 x [(T-T0)/(T0)] (efeito citocida) (Monks et al., 1991). Os 

experimentos foram realizados em triplicata e os cálculos das porcentagens de crescimento feitos 

em programa Excel 2003/2007.  

A dose que inibiu 50% do crescimento celular (GI50) foi determinada por análise de 

regressão não linear no software Origin (Versão 6.0). 

 

3. Resultados  
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Todos os extratos (apolar e polar) das 10 plantas coletadas foram avaliados quanto à 

atividade antiproliferativa, expressa em valores de GI50 (concentração que inibiu 50% do 

crescimento celular) (Tabela 2). Ambos os extratos das espécies Sesbania virgata, Echinodorus 

paniculatus, Caperonia castaneifolia, Sebastiana hispida, Aeschynomene histrix, Croton 

glandulosus, Tocoyena formosa e Randia armata apresentaram moderada atividade ou foram 

inativos (GI50 de 42,71 a ≥ 250 µg/mL) em todas as linhagens avaliadas. 

Por sua vez, os extratos apolares de Centratherum punctatum e Hyptis brevipes foram 

potencialmente ativos (Itharat et al., 2004), com valores de GI50 menores que 30 µg/mL em todas as 

linhagens neoplásicas testadas (Tabela 2). 

A partir desses resultados, priorizou-se o fracionamento dos extratos apolares de C. 

punctatum (Figura 1A) e H. brevipes (Figura 1C) por partição, sendo as frações resultantes 

avaliadas frente o mesmo painel de células (Tabela 2). Em ambos os casos, a fração acetato de etila 

apresentou um aumento na atividade antiproliferativa (menores valores de GI50) sugerindo uma 

maior concentração de substâncias ativas nessas frações (Figuras 1B e 1D). A Figura 1 apresenta as 

curvas de crescimento celular em função das diferentes concentrações dos extratos apolares e suas 

respectivas frações acetato de etila. Todas as amostras demostraram tanto atividade citostática 

(inibição do crescimento celular, pontos da curva acima do ponto zero) - quanto efeito citocida 

(morte celular, pontos da curva abaixo do ponto zero). 

 

Tabela 2 – Atividade antiproliferativa (GI50, µg/mL) dos extratos apolares e polares e das frações de 
Centratherum punctatum e Hyptis brevipes coletados no Pantanal sul-mato-grossense. 

 

 

Rendimento 
(%) 

786-0 HT-29 PC-3 MCF-7 NCI/ADR-
RES 

Hep G2 NHI/ 3T3 

Centratherum punctatum  
Extrato Apolar 4,17 18,20 24,49 21,67 22,20 8,49 23,28 34,04 

Fração hexânica 11,82* >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 
Fração clorofórmica 36,36* >250 >250 >250 201,28 63,21 78,45 >250 
Fração ac. de etila 35,45* 5,07 8,16 8,58 4,53 22,74 8,35 9,89 

Extrato Polar 15,67 64,51 52,84 47,37 71,28 207,02 186,90 56,76 
Hyptis brevipes 
Extrato Apolar 6,00 24,78 29,74 18,40 24,70 27,23 24,98 30,99 

Fração hexânica 9,50* >250 >250 >250 43,24 >250 >250 >250 
Fração clorofórmica 27,35* 226,28 >250 >250 63,47 62,60 >250 >250 
Fração ac. de etila 41,90* 3,93 17,01 3,12 3,15 24,54 16,78 8,63 

Extrato Polar 14,29 188,33 206,64 203,37 73,32 226,12 216,84 60,42 
Doxorrubicina 0,28 0,26 0,25 0,17 2,66 0,25 0,82 

GI50: Dose que inibe 50% do crescimento celular, Doxorrubicina: controle positivo. Linhagens de células neoplásicas humanas: 
PC-3 (próstata), 786-0 (rim), HT-29 (cólon), MCF-7 (mama), NCI/ADR-RES (ovário resistente a múltiplos fármacos) e Hep 
G2 (hepatocelular); linhagem não neoplásica murina: NHI/ 3T3 (fibroblasto). 
*Rendimento em relação ao extrato apolar. 
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Figura 1 - Curvas de crescimento celular (%) das sete linhagens testadas em função da concentração do 
extrato apolar de (A) Centratherum punctatum e (C) Hyptis brevipes e suas respectivas frações acetato de 
etila (B) e (D). 
Linhagens de células neoplásicas humanas: PC-3 (próstata), 786-0 (rim), HT-29 (cólon), MCF-7 (mama), NCI/ADR-
RES (ovário resistente a múltiplos fármacos) e Hep G2 (hepatocelular); linhagem não neoplásica murina: NHI/ 3T3 
(fibroblasto). Tempo de exposição = 48 horas. 

 

Por apresentarem resultados mais promissores, as frações acetato de etila de C. punctatum e 

H. brevipes foram então submetidas à análise de seu perfil químico por CLAE - DAD (Figura 2). 
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Figura 2 – Cromatograma de HPLC das frações acetato de etila de Centratherum punctatum (A) e de Hyptis 

brevipes (B) e os respectivos espectros de UV dos principais picos. 

4. Discussão 

A eficiência de uma extração é muito influenciada por fatores como a composição do 

líquido extrator, o líquido extrator em relação à fase sólida, temperatura, tempo e método de 

extração (Fulzele and Satdive, 2005). A obtenção dos extratos e das frações no presente trabalho foi 

realizada em sistema fechado, por meio de um extrator de fluido acelerado, que é considerado 

altamente eficiente e utiliza menor quantidade de solvente em comparação a outros métodos de 

extração (Falkenberg et al., 2010), além de possuir alta capacidade de reprodutibilidade. A 

utilização do extrator de fluido acelerado já foi confirmada como uma ferramenta adequada para a 

padronização ou controle qualidade dos produtos à base de plantas (Upadhya et al., 2014), sendo 

essa otimização experimental essencial para a validação e a aplicação comercial da metodologia, 

que pode ser empregada como um novo e promissor modelo na extração de produtos naturais. 

Quando aplicado mais de um ciclo nas extrações, as concentrações obtidas são maiores que aquelas 
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conseguidas com soxhlet, que é o método mais comumente empregado (Sporring et al., 2005), 

sendo a baixa degradação e reprodutibilidade do extrator de fluído acelerado empregado um fator 

que pode explicar os bons rendimentos obtidos para os extratos e as frações (Tabela 2).  

Todos os extratos obtidos foram então avaliados quanto à atividade antiproliferativa em 

painel de seis linhagens de células neoplásicas humanas. Destes, os extratos polares e apolares das 

espécies Sesbania virgata, Echinodorus paniculatus, Caperonia castaneifolia, Aeschynomene 

histrix, Sebastiana hispida, Croton glandulosus, Tocoyena formosa e Randia armata apresentarem 

moderada atividade ou foram inativos até a maior concentração testada (dados não apresentados). Já 

os extratos apolares de Centratherum punctatum e Hyptis brevipes foram os que apresentaram a 

atividade mais promissora (Tabela 2). 

Um levantamento realizado por Melo et al. (2011) mostrou que de um total de 84 espécies 

de plantas medicinais descritas na literatura etnobotância/etnofarmacológicas com indicação para o 

tratamento e/ou prevenção de câncer e tumores, as famílias botânicas mais representadas foram 

Euphorbiaceae, Fabaceae, Apocynaceae, Asteraceae e Vitaceae. No presente trabalho, as espécies 

foram obtidas a partir de coleta aleatória em uma área específica do Pantanal sul mato-grossense e 

pertencem às famílias Alismataceae, Asteraceae, Euphorbiaceae, Fabaceae, Lamiaceae e Rubiaceae, 

sendo que as duas espécies que se mostraram mais promissoras no teste de atividade 

antiproliferativa C. punctatum e H. brevipes pertencem, respectivamente, às famílias Asteraceae e 

Lamiaceae. 

O extrato apolar de Hyptis brevipes apresentou atividade antiproliferativa com valores de 

GI50 entre 18,40 e 29,74 µg/mL, sendo que fração acetato de etila obtida a partir desse extrato 

mostrou-se ainda mais ativa com valores de GI50 entre 3,12 e 24,54 µg/mL (Tabela 2) sugerindo 

que as substâncias ativas presentes no extrato apolar foram concentradas na fração acetato de etila. 

Corroborando com essa hipótese, as frações clorofórmio e hexânica foram inativas, com valores de 

GI50 acima de 250 µg/mL (maior concentração testada) para a maioria das linhagens testadas.  

Há relatos de estudos farmacológicos das folhas de espécies do gênero Hyptis  tais como 

atividades antioxidante do extrato etanólico (Shirwaikar et al., 2003) e antiinflamatória da fração 

clorofórmica (Grassi et al., 2006), e especificamente a espécie H. brevipes demonstrou nos extratos 

metanólico e diclorometano de suas partes aéreas atividades antimicrobiana e antifúngica (Goun et 

al., 2003). Do extrato diclorometânico de H. brevipes (planta inteira) derivados 5,6-dihydro-α-

pyrone conhecidos como brevipolides foram bioativos frente a células de câncer de mama (MCF-7) 

e cólon (HT-29) utilizando o método MTT (Deng et al., 2009) e de nasofaringe (KB) pelo método 

da SRB (Suárez-Ortiz et al., 2013).  

A análise por HPLC/DAD da fração acetato de etila de H. brevipes mostrou a presença de 

vários compostos (Figura 2). A partir dos espectros de UV obtidos e levando-se em conta que 
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derivados do ácido cumárico é uma faixa de absorção máxima em 308 nm (Achamlale, 

Rezzonico and Grignon-Dubois, 2009) e que derivados do ácido cafeico possuem máximo de 

absorção entre 299 e 325 nm (Grassi-Zampieron et al., 2010), foi possível propor que os picos 5 e 7 

(tempo de retenção 2,72 e 4,98 min, Figura 2) podem ser derivados do ácido cafeico. Já os picos 6, 

9 e 10 (tempo de retenção 4,62; 8,94 e 12,92 min) apresentaram características de absorção no 

espectro de UV que sugerem derivados do ácido cumárico. Finalmente, os picos 7, 9 e 10 foram os 

majoritários (proporção relativa entre os picos) e seus espectros de UV apresentam máximos de 

absorção em concordância com os descrito por Deng et al. (2009) e Suárez-Ortiz et al. (2013) para 

os brevipolides que possuem em sua estrutura um grupo fenil propanóide. 

Já o extrato apolar e a fração acetato de etila de Centratherum punctatum (Asteraceae) 

também foram ativos quanto ao efeito antiproliferativo, sendo a fração mais ativa (GI50 entre 4,53 e 

22,74 µg/mL; Tabela 2) do que o extrato (GI50 entre 8,49 e 24,49 µg/mL; Tabela 2). De maneira 

semelhante ao observado para H. brevipes, o extrato polar, bem como as frações clorofórmica e 

hexânica do extrato apolar de C. punctatum foram inativas em todas as linhagens testadas (Tabela 

2). 

Outra atividade biológica já demonstrada para extrato etanólico das partes aéreas e flores de 

C. punctatum foi a acaricida contra Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Santos et al., 2013). 

Uma triagem in vitro de atividade anticâncer, realizada com vários extratos de diferentes 

espécies, mostrou que o maior número de espécies vegetais com atividade era da família 

Asteraceae, que é rico em lactonas sesquiterpenicas (Fouche et al., 2008). Alguns compostos 

sesquiterpênicos como centratherinas, 5-epi-isocentratherina, goiazensolidios, lichnophorolidios A e 

B, 14-carboxil-15-dimetil- costunolide, eremantina, 8α-iso-valeroil-oxi-dehidro-costuslactona e 

(13)-dehidro-1-saussurea lactona já foram isolados de diversas partes de C. punctatum  (Ohno, 

Cormickande and Mabry, 1979; Valdes et al., 1998). Bevelle et al. (1981) também relataram, na 

fração clorofórmica das partes aéreas desta mesma espécie, a presença de uma lactona 

sesquiterpênica conhecida como Isocentraterina, com conhecida atividade anti-helmíntica, 

antifilaríose e anti-hiperglicêmica. A fração acetato de etila analisada neste trabalho, que 

demonstrou forte atividade antineoplásica, é compatível com a absorção de UV (Figura 2) gerada 

pela análise desta lactona, provavelmente se tratando da mesma classe de substâncias, com 

comprovada atividade citotóxica (Huo et al., 2004). 

Finalmente, na pesquisa por novos agentes quimioterápicos, o ideal seria encontrar 

substâncias que demonstrassem especificidade por determinado tipo de linhagem neoplásica e ao 

mesmo tempo fossem menos tóxicas o possível para as células não neoplásicas (Chabner and 

Roberts, 2005). Neste contexto, destaca-se o valor da GI50 do extrato apolar de Centratherum 

punctatum em NIH/3T3 (34,04 µg/mL) com relação às seis linhagens neoplásicas, com seletividade 
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para as células neoplásicas em relação à não neoplásica, em especial para as células NCI/ ADR – 

RES (ovário com fenótipo de resistência a múltiplos fármacos, GI50 = 8,49 µg/mL), na qual o 

extrato apolar foi 4 vezes mais citotóxico. Assim também, na fração acetato de etila o valor de GI50 

da amostra sobre as células não neoplásicas NIH/3T3 (GI50 = 9,89 µg/mL) foi 2 vezes maior que o 

valor de GI50 encontrado frente ao adenocarcinoma de mama (GI50 = 4,53 µg/mL). Isto demonstra 

um grande potencial antitumoral in vitro diante de diferentes tipos de câncer, assim como diversas 

espécies da família Asteraceae (Carvalho et al., 2013) 

De maneira muito similar, a fração acetato de etila de Hyptis brevipes também inibiu a 

proliferação das células não neoplásicas NIH/3T3 (GI50 = 8,63 µg/mL); entretanto, esse efeito foi 

pelo menos duas vezes maior do que o observados para as células de adenocarcinoma de rim (786-

0, GI50 = 3,93 µg/mL), próstata (PC-3, GI50 = 3,12 µg/mL) e mama (MCF-7, GI50 = 3,15 µg/mL) o 

que aponta para uma possível ação seletiva sobre células neoplásicas, tendo um promissor potencial 

para a continuidade em estudos in vivo (Suffness and Pezzuto, 1991). 

Os materiais utilizados neste estudo foram coletados no Pantanal de Mato Grosso do Sul e 

indicam ter classes semelhantes de constituintes de plantas da mesma espécie coletadas e estudadas 

em outros locais, como São Paulo e Rio de Janeiro (Ohno, Cormickande and Mabry, 1979), 

Argentina (Valdes et al., 1998) e Índia (Pawar and Arumugam, 2011) para Centratherum punctatum 

e México (Suárez-Ortiz et al., 2013) e Indonésia (Deng et al., 2009)  para Hyptis brevipes. Como os 

metabólitos secundários representam uma conexão entre as plantas e o ambiente onde estão 

localizadas, sua produção é constantemente afetada por condições ambientais (Gobbo-Neto and 

Lopes, 2007), mas neste caso, foi possível verificar a conservação dos metabólitos em diferentes 

biomas. Tal fato contribui para obtenção de produtos com constância de composição e propriedades 

terapêuticas reprodutíveis 

 

5. Conclusão 

Dentre a triagem realizada para avaliar a atividade antiproliferativa dos extratos polares e 

apolares de dez espécies do Pantanal de Mato Grosso do Sul, foi possível evidenciar que os extratos 

apolares de Centratherum punctatum e Hyptis brevipes apresentaram potencial atividade 

antiproliferativa. O fracionamento desses extratos resultou em frações acetato de etila, de ambas as 

espécies, com atividade antineoplásica mais potente do que os extratos originais frente às seis 

linhagens de carcinoma humano testadas. Atribui-se às moléculas já isoladas nessas espécies, 

isocentraterina e brevipolideos (respectivamente), essa atividade, sendo uma opção para estas 

classes a produção de um extrato enriquecido, o que permitiria seu isolamento ou até uma utilização 

futura como fitoterápico.  
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