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RESUM O

As plantas sd0 as principais fontes de produtos bioativos ou de substancias protétipos que podem
originar farmacos. O Brasl abriga a maior biodiversdade do planeta, 0 que oferece excelentes
possibilidades de se encorntrar substancias de interesse terapéutico e o Pantanal € um exenplo de
biodiversidade, com riqueza e ampla distribuicio de espécies de plantas. Diante do exposto, 0
objetivo do trabalho foi avaliar a atividade antiproliferativa de 10 espécies coletadas no Pantana 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 utlizado um extrator de fluido pressurizado
para 0 preparo de extratos polares a apolares e o fracionamento de cada espécie. Foram utilizadas
seis linhagens de células neoplasicas humanas (786-0, PC-3, HT-29, MCF-7, NCI/ADR-RES, Hep
G2) e uma linhagem ndo neoplasica 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 Glsp proximos a 30 pgmL e as fraghes acetato de etila destas mesmas espécies
mostraram  atividade citotdxica aprimorada, com vaores de Glsg até seis vezes menores gue O
extrato. As fracOes ativas foram avaliadas em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-
DAD), sugerindo a presenca de classe de substéncias j& relatadas, isocentraterina e brevipolides,

respectivamente para C. punctatum e H. brevipes, relacionadas a atividade artiproliferativa.

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



ABSTRACT

Plants are the principa sources of bioactive products or prototypic compounds from which drugs
can be derived. Home to the greatest biodiversity on the planet, the Brazlian 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 dtate (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 suiforhodamine B (SRB) method was
applied. Noteworthy were the Glsp values, of around 30 pg/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 Glsg values as much as six times lower than thelr 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 pertainng to a class previoudy reported as

antiproliferative.

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

O Brasl abriga uma das maiores biodiversidades do planeta, com mais de 20% do nimero
total de espécies da Terra (MMA, 2014). Com tantas fontes naturais ainda disponiveis, o0 pais

oferece excelentes possibilidades de se encontrar substancias de interesse terapédtico.

O Pantanal brasileiro esta localizado na Bacia do Alto Paraguai, nos estados de Mato Grosso
e Mato Grosso do Sul, sendo um dos maiores complexos de &reas Umidas do mundo, com terras
inundadas esporadicamente e &eas de plandtos e depressdes circundantes ndo inundadas (DA
SILVA & GIRARD, 2004). Tal diversdade acarreta 0 aspecto mais marcante do Pantanal, uma
combinacdo de vegetacdo mesic (Umida) e xeric (seca) crescendo lado a lado devido a inundacéo
sazonal. (ALHO, 2008). Esse conjunto de condicionantes ambientais garante a alta biodiversidade
e mantém o funcionamento ecolégico de toda a regdo (ANA, 2004). Pott et al. (2011)
demonstraram que dentre as 2000 espécies de plantas catalogadas no Pantandl, as familias mais
abundantes sdo Fabaceae, Poaceae, Malvaceae, Cyperaceae, Asteraceae, Rubiaceae, Myrtaceae e

Convolvulaceae.

Espécies coletadas no Pantanal ja demonstraram possuir diversas atividades bioldgicas,
como, por exemplo, citotoxica (MAHMOUD et al., 2011), artiinflamatoria (TANUS-RANGEL et
al., 2010), antifingica (BISOLI et al., 2008), articariogénica (BRIGHENTI et al., 2014) e acaricida
contra Rhipicephalus (Boophilus) microplus (SANTOS et al., 2013). Porém inlmeras espécies
anda permanecem sem estudos, com a possbilidade da descoberta de novos produtos com

potencial farmacoldgico e econdmico.

O cancer é uma das doencas que mais causam temor na sociedade, por ter se tornado um
estigma de mortaidade e dor (ALMEIDA et al., 2005). Nas Utimas décadas, o cancer vem se
apresentando como um problema de salde publica mundial, despertando o interesse urgente na
pesguisa para 0 desenvolvimento de farmacos com atividade antitumoral (COSTA-LOTUFO et al.,
2010).

Desde 1950, o Indtituto Nacional do Cancer dos EUA (NCI), reconhece o potencial uso de
produtos naturais como agentes anticancer. O estudo guiado para triagem de plantas com esta
atividade levou a descoberta de diversas substancias, como por exermplo, os acaloides da vinca,
vimblastina e vincristing, (Catharanthus roseus - Apocynaceae), do taxol (Taxus brevifolia -

Taxaceae) e das podofilotoxinas, etoposideo e teniposideo (Podophyllum peltatum -
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Berberidaceae). Neste contexto, atualmente, a grande maioria dos agentes utilizados para o
tratamento do cancer vem de produtos naturais (CRAGG; NEWMAN, 2013).

O ensaio de citotoxicidade em linhagens de células neoplasicas € considerado um parametro
védlido para a deteccdo da atividade antitumoral, j& que a maioria dos quimioterdpicos usados na
terapéutica foi selecionada por sua capacidade de controlar a proliferacdo celuar (ALMEIDA et al.,
2005).

Neste estudo espécies coletadas no Pantanal de Mato Grosso do Sul foram submetidas a uma
atividade biononitorada quanto a sua atvidade antiproliferativa, por meio do teste de
Sulforrodamina B (SRB) frente a linhagens de células neoplésicas.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Cancer

Céncer € um termo usado ndo apenas para uma doenca, mes muitas doencas em que as
células anormais se dividem sem controle e sGo capazes de invadir outros tecidos. Existem mais de
100 tipos diferentes de cancer, diferenciados pela etiologia, processo de evolucdo e forma de
tratamento e, por isso, 0 cancer ndo pode mais ser considerado como uma Unica patologia
(COELHO, 1998; NCI, 2014).

A célua cancerigena caracteriza-se pela perda da funcdo em consequéncia da proliferacéo
incontrolada, auséncia de diferenciacdo, capacidade de invadir os tecidos adjacentes e metéstases.
Resumidamente, o cancer pode ter inicio por fatores genéticos, como a ativagdo de oncogenes € ou
provocada pela acdo de agentes carcinogénicos quimicos, fisicos ou biologicos (RUBIN;
STRAYER; RUBIN, 2008).

Na maioria dos casos a carcinogénese (formecdo do céancer) ocorre gradativamente. O
estégio de iniciagdo € o primeiro, onde 0 agente carcinogénico atua sobre as células provocando
dteracOes genéticas. Segue-se entdo 0 estdgio de promocdo, que apos periodo de contato com as
células ja geneticamente modificadas, as transforma gradualmente em céulas malignas. Por fim,
da-se 0 estagio de progressdo, processo onde a multiplicagdo das células ja estd descontrolada, €

irreversivel eevolui até o aparecimento dos primeiros sinais clinicos (ALMEIDA et a.l, 2005).

De acordo com o projeto Globocan 2012, da Agéncia Internacional para Pesguisa em Cancer
da Organizacdo Mundial da Salide (OMS), neste mesmo ano houve 14,1 milhdes de casos novos de



cancer e um total de 8,2 milhdes de mortes por cancer, em todo o mundo. J& para 0 ano de 2030,
estimativa aponta para 27 milhdes de casos incidentes de cancer, 17 milhdes de mortes por

cancer e 75 milhdes de pessoas vivas, anualmente, com cancer.

A estimativa para 0 ano de 2014 no Brasil, que também compreende o ano de 2015, aponta
para a ocorréncia de aproximadamente 576 mil casos novos de cancer (Tabela 1), o que reforca a
amplitude do problema no pais. O cancer de pele do tipo ndo melanoma sera 0 mais incidente na
populacdo brasileira, seguido pelos tumores de préstata, mama femining, célon e reto, pulméo,
estbmago e colo do Utero. No estado de Mato Grosso do Sul, as estimetivas para o ano de 2015
indicam 8.120 casos novos de cancer, destes 4.140 para os homens e 3.980 para mulheres, sendo os
mais incidentes de préstata (1.020 casos novos) e mama feminina (770 casos novos) (INCA, 2014).

Tabela 1 - Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2014

por sexo, exceto pele ndo melanoma*.

Localizagao primaria casos % Localizagao primaria casos %

Prostata 68.800 22,8% Homens Mulheres  Mama Feminina 57.120 20,8%

Traqueia, Brénquio e Pulmao 16.400 5.4% 7 Colone Betu 17.530 6,4%

Colon e Reto 15.070 5,0% "‘, Colo do Utero 15.590 57%

Estdmago 12.870 4,3% li Traqueia, Branquio e Pulmao  10.930 4,0%

Cavidade Oral 11.280 3.7% Glandula Tireoide 8.050 2.9%

Esdfago 8.010 2.6% 1-‘.'( Estdmago 7.520 2,7%

Laringe 6.870 2,3% &" ! Corpo do Utero 5.900 2,2%

Bexiga 6.750 2.2% é Ovario 5.680 2.1%

Leucemias 5.050 1.7% Linfoma nao Hodgkin 4.850 1.8%

Sistema Nervoso Central 4.960 1,6% ] Leucemias 4.320 1,6%

*Nimeros arredondados para 10 ou mdltiplos de 10.

Fonte: INCA, 2014

Novas caracterigticas da sociedade brasileira como o processo de urbanizagdo populaciondl,
da industridizacdo e dos avancos da ciéncia e da tecnologia, fazem com que o Brasl atere seu
perfil demogréfico, e juntamente com estes novos edtilos de vida, a exposicdo ainda mais intensa a
fatores de risco proprios do mundo contemporaneo, se unam para aumentar a incidéncia de cancer
no pais. E incontestavel que o cancer é hoje, no Brasl e no mundo, um problema de saide publica,

cujo cortrole, prevencéo etratamento devem ser priorizados.

De acordo com a OMS, a utilizacdo de preparados de plantas é em torno 63% entre os
pacientes com cancer em todo mundo, corfirmando o eminente crescimento do interesse por
produtos naturais no mundo (SIU, 2011). Nesta linha de pesguisas, um dos principais e mais

promissores segmentos € o deservolvimento de novos quimiotergpicos, pois atuadmente a grande



maioria dos agentes utilizados para o tratamento do cancer vem de produtos naturais (CRAGG;
NEWMAN, 2013).

2.2 Cultura de Células e Ensaio In Vitro

Ha algumas décadas, a cultura de células era vista como algo de dificil compreensdo, cua
finalidade e aplicabilidade préticas ndo eram possivels extrapolar para a redlidade da medicina.
Atualmente, € uma técnica largamente reconhecida e rotineiramente utilizada em laboratoério,
particularmente em investigacdo (CRUZ et al., 2009).

As culturas celulares podem ser cultivadas em monocamadas aderentes em substrato sdlido,
ou em suspensdo de meio de cultura, quando as céulas sdo ndo-aderentes. S&o derivadas de
explantes primarios ou de suspensdo de células dispersas (FRESHNEY, 2005). Elas normalmente se
inciam a partir da retirada de um fragmento de tecido, sendo chamada de cultura priméria. A
manutencdo destas células da origem a sub-culturas sucessivas, denominadas culturas secundérias
(Figura 2), que podem ser marntidas imortalizadas nas condicbes adequadas.

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

linhagem celular através da cultura priméria e de sub-culturas sucessivas (cultura secundaria).

Amostra de tecido

Amostra de tecido vai ser dispersa numa
suspensdo de células

As células sdo colocadas numa
placa de cultura com meio nutritivo

Suspensao de células—" © # apropriado

@ Cultura primaria

As células da cultura primaria vao
crescer até cobrir a totalidade do
As células sdo removidas da placa de substrato

cultura e colocadas noutra placa numa

densidade inferior para formarem uma
cultura secundaria &
#

Cultura secundaria

Fonte: CRUZ et al., 2009



O cutivo celular in vitro possibilita o monitoramento fisico-quimico do pH, temperatura,
pressio osmitica, niveis de CO, e O,, aém das condicbes fisiologicas 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 questdes éticas e morais
(FRESHNEY, 2005).

O cutivo celular permitiu até hoje grande avango nas descobertas ciertificas (AMARAL,;
MACHADO-SANTELLI, 2011), especidmente na triagem de novos agentes antineoplasicos onde
0s ensaios de citotoxicidade em cuitura de células avaliam a atividade antincancer dos compostos
testados (HOUGHTON et al., 2007). Os testes mais usados sdo 0s colorimétricos que utilizam o sal
de tetrazolium - MTT (MOSMANN, 1983) e a Suiforrodamina B (SRB) (SKEHAN et al., 1990;
FRESHNEY, 2005).

No teste de citotoxicidade baseado na coloracéo, as células sGo primeiramente submetidas a
condicbes normais de crescimento e proliferacdo e tém sua intensidade quantificada (diretamente
proporcional a0 nimero de células vidveis). Em seguida é feita a comparacdo desses resultados na
presenca ou auséncia de uma substéncia-teste (HOUGHTON et al., 2007).

O MTT quantifica a capacidade das células vidveis de reduzirem o sd amarelo de
tetrazolium a cristais parpuros de formazan, usando a emzma mitocondrial  Succinato
Desdrogenase. O ensaio detecta quantitativamente a proliferacdo e sobrevivéncia das células.
(MOSMANN, 1983). Ja a SRB <e liga a componentes protéicos das céluas, ou sgja, cora proteinas
celdares fixadas pelo é&cido tricloroacético (TCA), sendo independe do metabolismo celular
(HOUGHTON et al., 2007). Este método permite a avaiacdo em diversos tipos de células
neoplésicas, possibilitando a pesguisa de amostras com maior especificidade. Outra vantagem € a
rapidez e a eficiéncia do método, que em poucos dias pode avaliar um nimero elevado de amostras
(SKEHAN et al., 1990; MONKS et al., 1991).

Com isso, os metodos de triagem in vitro, utilizando a cultura de células neoplasicas, séo 0s
mais utilizados para atriagem inicial de novas substancias antitumorais (HOLBECK, 2004).

2.3 Pantanal

O complexo do Pantanal esta localizado na bacia hidrogréfica do Alto Paraguai, € uma
ampla depressio sazondmente inundada e abrange no territério brasileiro uma area de 150.355 Km?
nos Estados de Mato Grosso e Mato Grosso do Sul (Figura 1), no Centro-Oeste brasileiro (ABDON
et al., 2007). E considerada a maior &rea Umida do mundo e foi declarado Patrimbnio Nacional pela
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Congtituicdo Brasileira de 1988, além de contemplar &reas de Reserva da Biosfera declaradas pela
UNESCO (Organizacdo das Nacdes Unidas para a Educacéo, Ciéncia e Cultura) em 2000.

Figura 1 — Regides Brasileiras e Sub-Regifes do Pantanal
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. ’ ~ — fi
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— ]

PORTO MURTINHO

Fonte: ECOA, 2014

Da Silva e Abdon (1998) dividiram o ecossstema pantaneiro em 10 sub-regides diferentes,
de acordo com uma interagdo Unica de fatores relacionados a inundacdo, relevo, solo e vegetacdo.
Estas sub-regides sdo: Caceres, Poconé, Bardo de Melgaco, Paraguai, Paiagués, Nhecolandia,
Abobral, Aquidauana, Miranda e Nabileque (Figura 1).

Com base na dltitude, a bacia do Pantanal pode ser subdividida em trés unidades. Planalto,
de 250 a 750 metros acima do nivel do mar, caracterizado por uma planicie com cobertura vegetal
caracterigtica de savana aberta, chamado de cerrado; Depressdo, que ocorre em altitudes entre 180 e
250 metros, € uma pequena regido, com encostas ingremes, geraimente cobertos por uma densa
floresta denominada localmente de cerraddo; e o Pantanal, que varia de 150 a 180 metros. A baixa
declividade desta unidade dificuita 0 escoamento da agua, sendo um bom exermplo da complexidade
hidrolégica de areas adagadas (DA SILVA; GIRARD, 2004; JUNK et al., 2006; FANTIN-CRUZ et
al., 2008).

O Pantanal possui clima tropical quente e sub-Umido, com duas estacOes bem definidas, a de
seca entre os meses de maio e setembro e a chuvosa de outubro a margo, alcancando médias de

1000 a 1200 mm de chuva, cerca de 80% das precipitagdes anuais (CAMARA; VITAL, 2004).
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O Pantanal € um mosaico, com plantas oriundas do Chaco, Cerrado, Amazbnia e Mata
Atlantica (POTT & POTT, 1994). Seu ciclo hidrolégico e a dindmica hidrica da regdo,
representadas principalmente pela alternancia de periodos de secas e cheias, sdo condicionantes
anbientais que garantem a alta biodiversdade e mantém o funcionamento ecolégico de toda a
regido (ANA, 2004).

A mudanca sazonal entre as fases agudticas e terrestres resuita em répida ciclagem de
nutrientes e permite a produtividade de uma regido geralmente considerada pobre de nutrientes.
Nogueira et al. (2002), Ferraz (2003) e Rebellato e Cunha (2005) demonstraram que durante o
periodo seco, a matéria organica se acumula na superficie do solo. Quando a temporada de
inundacdo chega, um processo de decomposicdo acelerada comegca e ocorre a liberagdo de
nutrientes, que transfere detritos organicos nutricionalmente ricos, mantendo o solo fértil durante o
periodo seco. Além disso, a comunidade de plantas aquéticas se torna terrestre ao longo do pulso de
inundacdo. Assm, variacdo das fases anuais das é&guas resulta na esséncia da complexibilidade
ecolégica, com riqueza de diversidade e distribuicdo de espécies de plantas, adaptacdo a uma vasta
gama de habitats de inundacdo e manutencdo da diversidade da paisagem e heterogeneidade
(ALHO, 2008; HAMILTON, 2002).

2.4 Produtos Naturais

O Brasl com uma area territorial de 8,5 milhGes de quildmetros quadrados e vérios biomas
(Mata Atlantica, Cerrado, Pantanal, Amazonia e Caatingd) possui a maior biodiversdade do mundo,
cerca de 20% do nimero total de espécies do planeta (CALIXTO, 2003), com a possbilidade da

descoberta de novas substancias com potencial farmacoldgico e econdmico (ARAUJO et al., 2007).

Muitas espécies sdo usadas empiricamente, sem respaldo ciertifico quanto a eficacia e
seguranca. Em todo o mundo, apenas 17% das plantas foram estudadas de aguma forma quanto ao
seu emprego medicindl e a nmaioria, sem grande aprofundamento nos aspectos fitoquimicos e
farmacoldgicos, 0 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 disponiveis na terapéutica atual foram desenvolvidos
de fontes naturais. 25% de plantas, 13% de microrganismos e 3% de animais. Além disso, um terco
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 daOMS, 11% é exclusivamente de origem vegetal (SAHOO et al., 2010).
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No caso das drogas articancer, esse percentual atinge cerca de 70% (ROUHI;
WASHINGTON, 2003; CRAGG; NEWMAN, 2013). Segundo o Instituto Nacional do Céncer dos
Estados Unidos (NCI), entre 1940 e 2006, mais de dois tercos das drogas anticancer aprovadas ou
sd0 produtos naturais, ou foram desenvolvidas com base neles, tais como os alcaloides da vinca
(vinblastina, vincristing, vindesing, vinorelbing); taxanos (paclitaxel, docetaxel); epipodofilotoxinas
(etoposideo, tenoposideo); camptotecina e seus derivados (topotecan, irinotecan); antraciclinas

(doxorrubicing, daunorrubicina, epirrubicing, idarrubicing) e outros (EFFERTH, 2010).

Os efeitos indesgjaveis causados pelo uso abusivo ou incorreto dos medicamentos sintéticos,
a insatisftagdo com a medicina corvencional, a consciéncia ecologica, a disponibilidade, a nova
tendéncia mundial e os custos mais baixos sdo fatores que impulsionam o aumento da busca por
produtos naturais como recursos terapéuticos (CALIXTO, 2003; SOUZA-MOREIRA; SALGADO;
PIETRO, 2010).

Assm, mesmo na sociedade moderna é possivel observar a grande importancia dos produtos
naturais, como forte de medicamentos ou protétipos para 0s mesmos. Porém € necessario um
minucioso  conhecimento  das  propriedades das espécies vegetais e sua utilizagdo como
medicamentos, pois € fato que as plantas medicinais apresentam ampla diversidade de componentes
com diferentes atividades biologicas (SIMOES et al., 2007).

2.5 Familias
2.5.1 Fabaceae

A familia Fabaceae (Leguminosae) possui distribuicdo cosmopolita, incluindo cerca de 650
géneros e aproximadamente 18.000 espécies, representando uma das maiores familias de
Angiospermes e também uma das principais do ponto de vista econdmico. No Brasil ocorrem cerca
de 175 géneros e 1.500 espécies (SOUZA; LORENZI, 2008). Possuem grande interesse econdmico
por conter espécies utilizadas na aimentacdo, especiamente o feijdo (Phaseolus vulgaris) e a soja
(Glycine max). Considerando sua associagdo com bactérias do género Rhizobium, fixadoras de
nitrogénio, esta familia também é usada na adubacdo verde. Outras tantas espécies desta familia sdo
utilizadas como ornamentais, sendo a principal familia utilizada na arborizacdo urbana no Brasll
(SOUZA; LORENZI, 2008).

O ¢género Seshania é condtituido por cerca de 500 espécies em todo 0 mundo, sendo um
grupo de espécies nativas de ocorréncia nos tropicos e subtropicos (SHUGUANG et al., 2009). A
espécie Seshania virgata (Cav.) Pers., por fixar N2 € comumente utilizada em &reas de recuperacéo
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de solos degradados, no reflorestamento de metas ciliares e como adubo verde (TRANNIN et al.,
2001; COUTINHO et al.,, 2005), mas também apresenta relato de atividade antinociceptiva,
antiinflamatoria (BRAGGIO et al., 2002) e antifungica (PRAXEDES et al., 2011).

O @género Aeschynomene possui cerca de 350 espécies, distribuidas nos trépicos e em locais
mais quentes das zonas temperadas sendo que, para o continente americano, foram listadas 160
espécies (KLITGAARD; LAVIN, 2005). Espécies de Aeschynomene sdo citadas como fixadoras de
nitrogénio, apicolas, ornamentais e forrageiras (RUDD, 1955; POTT et al., 2000; ULIBARRI €t al.,
2002; ALVES, 2008).

2.5.2 Asteraceae

Asteraceae € a maior familia em nimero de espécies descritas, com cerca de 23.000 - 30.000
especies, distribuidas entre 1.600 - 1.700 géneros que ocorrem em todos continentes, exceto na
Antartida (FUNK et al., 2005; JUDD et al., 2008). Segundo Nakgima e Semr (2001) o Brasi

detém boa parte da diversdade de Asteraceae da flora mundial.

As espécies de Adteraceae tém seus condiituintes quimicos e atividades biologicas
largamente estudadas, com uma ampla variedade de metabdlitos secundarios (VERDI et al., 2005).
Talvez caracterigtica sgja a principal responsavel pela importancia econdmica da familia
principalmente na medicina tradicional, bem como na aimentacdo, na producdo cosmética e como
plantas ornamentais (ROQUE; BAUTISTA, 2008). Possui diversas atividades bioldgicas relatadas,
como artioxidante, antimicrobiana (FABRI et al., 2011) analgésica, antinflametoria (LORENZI;
MATOS, 2002), inseticida, antimalaria, antiulcerogénica (RIVERO et al., 2002), entre outros.

O ¢énero 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, € utilizada no paisagismo urbano,
principalmente no entorno de edificagbes. Também empregada na medicina tradicional, estudos
relatam sua atividade antioxidante, antimicrobiana, artiproliferativa (Gbolade et al., 2009), arti-
helmintica, anti-filiariose e anti-hiperglicémica (NISHA et al., 2007; ANI; NAIDU, 2008).

2.5.3 Alismataceae

A familia Alismetaceae apresenta cerca 16 géneros e de 100 espécies, com distribuicéo
cosmopolita (ANDRADE et al., 2007). Essa familia reline ervas agudticas, parciaimente submersas,
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sendo encontradas frequentemente em lagos, pantanos, rios e corregos de agua doce (SOUZA;
LORENZI, 2005).

Dentre seus géneros, Echinodorus possui a maior diversdade especifica, apresentando 45
espécies (JUDD et al., 2008) que ocorrem, predominantemente, na regido tropica da América do
Sul. Este género possui relato de atividade anti-hipertensiva, vasodilatadora (LESSA et al., 2008),
analgésica, artiinflamatéria (DUTRA et al., 2006), imunossupressora (PINTO et al.,, 2007) e
antiepilética (BUZNEGO; PEREZ-SAAD, 2006). Echinodorus paniculatus Micheli, popularmente
conhecida como chapéu-de-couro-de-folha-fina, € uma espécie ornamental, decorativa, medicinal,
apicola e forrageira (POTT; POTT, 2000).

2.5.4 Euphorbiaceae

Euphorbiaceae apresenta  aproximadamente 6.300 espécies (GOVAERTS et al.,, 2000)
agrupadas em 300 géneros (SIMPSON et al., 2006). No Brasil s8o pouco mais de 1.000 espécies
reunidas em 70 géneros de habitos variados e presentes em todos 0s tipos vegetacionais (SOUZA,;
LORENZI, 2008). Com grande diversidade morfolégica e fitoquimica, possui muitas espécies de
importancia econdmica (WURDACK et al., 2005). Possui relatada atividade antifingica
(CARDOSO-LOPES et al., 2009), antiviral sobre o virus influenza (FORERO et al., 2008), no
tratamento de colesterol e diabetes (KRISHNAVENI; MIRUNALINI, 2010), cardioprotetora e
camante (COMPAGNONE et al., 2010).

O género Croton conta com um ndmero entre 1.200 e 1.300 espécies descritas (LIMA,;
PIRANI, 2008), com relatada atividade anticancer, anti-inflamatoria, antioxidante, antirreumgtica,
antiulcérica (SIMIONATTO et al., 2007), artinociceptiva e antifingica (SOUZA et al., 2006).

O ¢énero Sebagtiania compreende 17 espécies, das quais 12 foram registradas para a
América do Sul, estando algumes dessas espécies normalmente associadas a ambientes Xéricos e,
freqlentemente, ocorrem proximas a cursos d’agua (ESSER, 2011).

2.5.5 Lamaceae

A familia Lamiaceae compreende 236 géneros e 7.173 espécies de distribuicdo cosmopolita
(HARLEY et al., 2004). No Brasl ocorrem aproximadamente de 26 géneros e 350 espécies
(SILVA et al., 2011). Possui importancia econdmica por ser fonte de Oleos essenciais arométicos,

voléteis essenciais e de plantas ornamentais. Muitas espécies sdo utilizadas como condimentos na
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culinaria, sendo algumas especiarias fonte de antioxidantes (HOSSAIN et al., 2010; JUDD et al.,
2008).

O ¢género Hyptis é representado por mais de 300 espécies e apresenta uma grande
diversdade no Brasl. Véias espécies sdo relatadas como sendo arométicas e apresentam
propriedades medicinais com relevantes atividades farmacoldgicas (ZELLNER et al., 2009). Possui
relatada atividade antiproliferativa (LAMBLIM et al.,, 2008), inseticida (JO; LA; EO, 2009),
antimicrobiana (LADAN et al., 2009), antiedematogénica (BISPO et al., 2001), arti-inflametoria
(ARRIGONI-BLANK et al., 2005) e antinociceptiva (ARRIGONI-BLANK et al., 2008).

2.5.6 Rubiaceae

A familia Rubiaceae possui aproximedamente 650 géneros e 13.000 espécies (DELPRETE,
2004). Souza e Lorenzi (2005) citam 127 géneros e aproximadamente 1.500 espécies nativas para o
Brasil, o que corresponde a uma das principais familias da flora brasileira. Rubiaceae relne um
consderdvel nimero de espécies com importancia econdmica, principalmente como  ornamental,
medicinal ou adimenticia (MENDOZA et al., 2004). Como exemplos de substancias ativas
encontradas na familia Rubiaceae, podemos citar a cafeina utilizada em diversos medicamentos, a
emetina isolada de com atividade emética e anti-amebicida, a quinidina usada como antiarritmico, a
quinina utilizada por suas propriedades antimalarica e tbnica, e ioimbina com efeito afrodisiaco
(CORDELL et al.,, 2001), aém de espécies contendo agentes com atividade anti-reuméticos,
antidiarreicos, laxativos, no tratamento de Uceras gédtricas, urticarias e gastrites (MOURA et al.,
2006).

O @género Randia é composto de 250 espécies, estritamente neotropicais. Suas espécies sdo
empregadas na alimentacdo, como plantas ornamentais e no uso medicinal (JUDD et al., 2008).

Ja 0 género Tocoyena possui cerca de 30 espécies com distribuicdo neotropical, ocorrendo
na Ameérica Centra e América do Su (GOTTSBERGER; EHRENDORFER, 1992) e possui relato
de atividade antifngica (BOLZANI et al., 1997).
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Avdiar a atividade antiproliferativa de espécies vegetais coletadas no Pantanal de Mato
Grosso do Sul.

3.2. Objetivos Especificos

Redlizar uma triagem da atividade antiproliferativa de dez extratos polares e apolares de
espécimes coletados no Pantana  Sul-Mato-Grossense, utilizando seis linhagens de  céluas

neoplasicas humanas e uma ndo neoplasica murina.

Redlizar o fracionamento dos extratos considerados ativos e avadiar a atividade
antiproliferativa das fragbes em seais linhagens de céulas neopldsicas humanas e uma ndo
neoplasica murina.

Redlizar a identificacdo dos compostos presentes nas fracles ativas, através da andlise por
HPLC-DAD.
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Resumo

A atividade artiproliferativa de 10 espécies coletadas no Pantana 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 neoplasicas (786-0, PC-3, HT-29,
MCF-7, NCI/ ADR-RES, Hep G2) e uma linhagem ndo neoplésica (NHI/ 3T3). Foram preparados
extratos polares a apolares e o fracionamento para cada espécie utilizando um extrator de fluido
pressurizado e as amosiras testadas em quatro concentragOes, gque variaram de 0,25 a 250 pg/mL,
utilizando o método da Suforrodamina B. Os extratos apolares de Centratherum punctatum e
Hyptis brevipes se destacaram, com valores de Glsy menores que 30 pg/mlL. Apdés o fracionamento
destes extratos a atividade foi aprimorada em ambas as espécies nas fracOes acetato de etila, com
valores de Glsp até seis vezes menores que o extrato. As fragdes ativas foram avaliadas em
Cromatografia Liquda de Alta Eficiéncia (CLAE-DAD), sugerindo a presenca de classe de

substancias jarelatadas para C. punctatum e H. brevipes, relacionadas a atividade citotoxica.

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

1. Introducao

O Brasl possui aproximadamente 55 mil espécies de plantas superiores, distribuidas em
cinco biomes principais. Pantanal, Mata Atlantica, Cerrado, Amazonia e Pampa (Fiaschi and Pirani,
2009).

O Pantanal é reconhecidamente o meior ecossstema de zonas Umidas do mundo e
consderado Reserva da Biosfera Mundial pela UNESCO (Rylands and Brandon, 2005) com uma
combinagcdo de vegetacdo Umida e seca crescendo lado a lado devido a inundacdo sazona (Alho,
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2008). Estas variagdes levam as espécies a deservolverem avancados mecanismos de
sobrevivéncia, diretamente relacionados com a producdo ou ateracdo na quantidade e composicao
dos metabdlitos secundérios bioativos (Gobbo-Neto and Lopes, 2007).

Espécies coletadas no Pantanal ja demonstraram possuir diversas atividades biologicas,
como citotoxicidade de Tabebuia heptaphylla e Attalea phalerata (Mahmoud et al., 2011),
antiinflamatéria de Echinodorus macrophyllus (Tanus-Rangel et a., 2010), antifingica de
Combretum laxum (Bisoli et al., 2008), anticariogénica de Croton doctoris (Brigherti 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 quimico/biolégico, podendo ser uma promissora
fonte de novas substancias com potencial farmacoldgico, como demonstrado no presente trabalho.

Assm, 10 espécies coletadas no Pantanal de Mato Grosso do Sul (Seshania 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. & Schitdl.) K. Schum. e Randia
armata (Sw.) DC.) foram biomonitoradas quanto a sua atividade antiproliferativa, por meio do
teste da Sulforrodamina B (SRB) frente alinhagens de células neoplasicas.

2. Material e M étodos

2.1 M aterial vegetal

O materid vegetal de 10 espécies foi coletado em marco de 2012, pela equipe de
pesguisadores do Laboratério de Boténica - UFMS, e identificados pelo Professor Geraldo Alves
Damasceno Junior, com acesso e autorizacdo do Conseho de Gestdo do Patrimbnio Genético/
Ministério do Meio Ambiente (CGEN/MMA) 010273/2013-1. De cada espécie foi preparada uma
exsicata que foi depositada no Herbario da Fundacdo Universidade Federal de Mato Grosso do Sul -
Herbédrio CGMS (Tabela 1).

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

Espécie Familia Parte coletada Registro Coordenadas
Herbério

Sesbania virgata Fabaceae RF/FO/FR CGMS 34909 19°375'S
57°24'0

Centratherum punctatum Asteraceae PA/FL CGMS 34910 19°37'5°S
57°24'0

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°1'9'0
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Aeschynomene histrix Fabaceae PA/FL CGMS 34922 19°34'8'S
57°1'12"0

Sebastiana hispida Euphorbiaceae PA CGMS 34923 19°34'7'S
57°1'15"0

Croton glandulosus Euphorbiaceae PA/FL CGMS 34927 19°34°7"S
57°1'15'0

Hyptis brevipes Lamiaceae PT/FL CGMS 34918 19°348°S
57°1'10"0

Tocoyena formosa Rubiaceae RF/FO CGMS 34946 19°29'2'S
57°2'16"0

Randia armata Rubiaceae RF/FO/FR CGMS 34943 19°292'S
57°2'16"0

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 Preparacéo e analise dos extratos

Os meteriais coletados foram pulverizados em moinho de facas e tamisados (20 mesh). Foi
realizado um processo autometizado para a obtencdo dos extratos, usando um extrator de solvente
acelerado ASE 150 (Dionex).

Para a obtencdo do extrato apolar, aproximadamente 20g de material vegetal foram extraidos
com hexano: acetona (8:2) (3 x 5 minutos cada), 100% de volume de lavagem, tempo de purga de
60 segundos e temperatura de extracdo de 125° C. Os extratos foram secos utilizando
rotaevaporador com pressdo reduzida.

Em sequéncia foi obtido o0 extrato polar, utilizando-se como solverte etanol: agua (7:3), com
dois ciclos de 5 minutos, 80% de volume de lavagem, tempo de purga de 60 segundos e termperatura
de extracdo de 125° C. Os extratos foram secos utilizando rotaevaporador com pressao reduzida.

Os extratos ativos foram fracionados utilizando-se 0 mesmo extrator de fluido acelerado
ASE 150 (Dionex), com diferentes solventes. O extrato foi adsorvido a 20g de silica e cada fragcéo
foi obtida com solvente hexano, cloroférmio e acetato de etila, respectivamente, a partir de duas
extragOes a temperatura de 125° C, durante trés ciclos de 5 minutos cada, 100% de volume de
lavagem, tempo de purga de 60 segundos e secagem com rotaevaporador de pressdo reduzida.

2.3CLAE - DAD

As fragbes mais ativas foram andisadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) (Shimaedzu SPD-M20A, Japdo) acoplada a detector de arranjo de diodo (DAD) utilizando
uma coluna monolitica C18 (Onix Monolithic C18, Phenomenex), dgua como solvente A e metanol
como solvente B, com o seguinte programa: de 0 a 5 minutos 40% de solverte B; de 5 a 35 minutos
gradiente de 40% a 100% de solvente B; e 12 minutos de lavagem e estabilizagdo retornando a 40%
de solverte B. O fluxo de solvente foi de 1 mL.min eadeteccdio em 270 nm ou 320 nm.
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2.4 Teste hioldgico
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, prédata), NCI/ ADR-RES
(ovario resistente a mitiplos farmacos), HT-29 (ATCC HTB-38, cdlon), doadas pelo Prof. Dr. Jodo
Ermmesto de Carvalho — Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas
(CPQBA) UNICAMP e HepG2 (ATCC HB-8065, hepatocelular), doada pela Prof® Dr2 lice Mara de
Syllos Célus, da Universdade Estadual de Londrina (UEL). Também foi utilizada uma linhagem de
céluas ndo neoplasica (NIH/3T3 ATCC-CRL 1658, fibroblasto murino), adquirida do Banco de
Céluas do Rio de Janero (BCRJ). As cdlulas foram cultivadas em meio contendo RPMI 1640
suplementado com penicilina-estreptomicina 1% e Soro Feta Bovino (SFB) 10%, mantidas em
incubadora umidificada a37° C e5 % de CO;,

2.4.2 Teste de atividade artiproliferativa

Para este teste, as células foram semeadas em placas de 96 cavidades (placa-teste e placa TO)
e apos 24 horas, expostas a quatro concentragdes das amostras-teste (0,25; 2,5; 25 e 250 pg/ mL)
durante 48 horas. As amostras foram previamente dissolvidas em dimetilsuféxido (DM SO
concentragdo final de 0,25 %), que ndo afeta a viabilidade celuar. No momento da adicdo das
amodtras foi redlizada a fixacdo das céluas da placa TO com 100 pL por cavidade de &cido
tricloroacético (TCA) 20 % durante meia hora a4° C.

Apds o tempo de exposicdo de 48 horas as amostras, as células foram fixadas com adicéo de
100 L por cavidade de &cido tricloroacético (TCA) 20 % durante meia hora a 4° C e coradas pela
Sulforrodamina B (SRB) de acordo com a metodologia descrita por Skehan et al. (1990).

Foram obtidas trés leituras de absorbancia, a saber, no tempo zero (TO) e apos 48 h tanto
para o controle negativo (C) quanto para células tratadas com as amostras-teste (T). Quando C > T
> TO o crescimento, expresso em porcentagem, foi determinado usando a equacdo 100 x [(T — TO) /
(C — TO)] (efeito citostético) e quando T < TO, 0 crescimento, expresso em porcentagem, foi
determinado usando a equacdo 100 x [(T-TO)/(TO)] (efeito citocida) (Morks et al., 1991). Os
experimentos foram realizados em triplicata e os céculos das porcentagens de crescimento feitos
em programa Excel 2003/2007.

A dose que inbiu 50% do crescimento celular (Glsp) foi determinada por andlise de

regressdo ndo linear no software Origin (Versdo 6.0).

3. Resultados
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Todos os extratos (apolar e polar) das 10 plantas coletadas foram avaliados quanto a
atividade artiproliferativa, expressa em valores de Glsp (concentracdo 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 (Glsp de 42,71 a> 250 pygmL) 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 Glsp menores que 30 pg/mL em todas as
linhagens neoplasicas testadas (Tabela 2).

A partir desses resultados, priorizou-se 0 fracionamento dos extratos apolares de C.
punctatum (Figura 1A) e H. brevipes (Figura 1C) por particdo, sendo as fracOes resuitantes
avdiadas frente o mesmo painel de células (Tabela 2). Em ambos os casos, a fracdo acetato de etila
apresentou um aumento na atividade antiproliferativa (menores valores de Glsp) sugerindo uma
maior concentragdo de substancias ativas nessas fragOes (Figuras 1B e 1D). A Figura 1 apresenta as
curvas de crescimento celular em fungdo das diferentes concentracBes dos extratos apolares e suas
respectivas fragbes acetato de etila Todas as amostras demostraram tanto atividade citostéatica
(inbicBo do crescimento celular, pontos da curva acima do ponto zero) - quanto efeito citocida

(morte celular, pontos dacurva abaixo do ponto zero).

Tabela 2 — Atividade antiproliferativa (Glso, pg/mL) dos extratos apolares e polares e das fragdes de
Centratherum punctatum e Hyptis brevipes coletados no Pantanal sul-mato-grossense.

Re”g,'/on)'e”to 786-0 HT-29  PC-3  MCF-7 NCF'{/QSD R HepG2 NHI/3T3
Centratherum punctatum
Extrato Apolar 417 18,20 24,49 21,67 22,20 849 23,28 34,04
Fracdo hexanica 11,82* >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
Fracao cloroférmica 36,36* >250 >250 >250 201,28 63,21 7845 >250
Fracdo ac. de etila 35,45* 507 8,16 858 453 22,74 8,35 9,89
Extrato Polar 1567 64,51 52,84 4737 7128 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
Fracéo hexanica 9,50* >250 >250 >250 4324 >250 >250 >250
Fracao clorof érmica 27,35 226,28 >250 >250 6347 62,60 >250 >250
Frac@o ac. de etila 41,90* 393 17,01 312 315 2454 16,78 8,63
Extrato Polar 14,29 188,33 206,64 20337 7332 226,12 216,34 60,42
Doxorrubicina 0,28 0,26 0,25 0,17 2,66 0,25 0,82

Glso: Dose que inibe 50% do crescimento celular, Doxorrubicina: controle positivo. Linhagens de células neopléasicas humanas:
PC-3 (préstata), 786-0 (rim), HT-29 (cdlon), MCF-7 (mama), NCI/ADR-RES (ovério resistente a multiplos farmacos) e Hep
@2 (hepatocelular); linhagem ndo neoplasica murina: NHI/ 3T3 (fibroblasto).

* Rendimento em relagdo ao extrato apolar.
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Figura 1 - Curvas de crescimento celular (%) das sete linhagens testadas em fung&o da concentracdo do
extrato apolar de (A) Centratherum punctatum e (C) Hyptis brevipes e suas respectivas fracGes acetato de
etila (B) e (D).

Linhagens de células neoplasicas humanas: PC-3 (prostata), 786-0 (rim), HT-29 (c6lon), MCF-7 (mama), NCI/ADR-
RES (ovario resistente a miltiplos farmacos) e Hep G2 (hepatocelular); linhagem ndo neoplasica murina: NHI/ 3T3
(fibroblasto). Tempo de exposicéo = 48 horas.

Por apresentarem resuitados mais promissores, as fragoes acetato de etila de C. punctatum e
H. brevipes foram entéo submetidas a andlise de seu perfil quimico por CLAE - DAD (Figura 2).
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Figura 2 — Cromatograma de HPL C das fracdes acetato de etila de Centratherum punctatum (A) e de Hyptis
brevipes (B) e os respectivos espectros de UV dos principais picos.

4. Discussao

A dficiéncia de uma extracdo € muito influenciada por fatores como a composicdo do
liqudo extrator, o liquido extrator em relacdo a fase sOlida, temperatura, tempo e método de
extracdo (Fulzele and Satdive, 2005). A obtencdo dos extratos e das fragdes no presente trabalho foi
redlizada em sistema fechado, por meio de um extrator de fluido acelerado, que é considerado
atamente €ficiente e utiliza menor quantidade de solvente em comparagdo a outros métodos de
extracdo (Falkenberg et a., 2010), adém de possuir dta capacidade de reprodutibilidade. A
utilizacdo do extrator de fluido acelerado ja foi confirmada como uma ferramenta adequada para a
padronizacdo ou controle qualidade dos produtos a base de plantas (Upadhya et a., 2014), sendo
otimzacdo experimental essencial para a validacdo e a aplicacdo comercia da metodologia,
gue pode ser empregada como um novo e promissor modelo na extracdo de produtos neturais.

Quando aplicado mais de um ciclo nas extragdes, as concentracOes obtidas sGo maiores que aquelas
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conseguidas com soxhlet, que é o méodo mais comumente empregado (Sporring et al., 2005),
sendo a baixa degradacdo e reprodutibilidade do extrator de fluido acelerado empregado um fator
gue pode explicar os bons rendimentos obtidos para os extratos e as fragoes (Tabela 2).

Todos os extratos obtidos foram entédo avaliados quanto a atividade antiproliferativa em
painel de seis linhagens de células neoplasicas humanas. Destes, 0s extratos polares e apolares das
espécies Seshania 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 concentracdo testada (dados ndo apresentados). Ja
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 a. (2011) mostrou que de um total de 84 espécies
de plantas medicinais descritas na literatura etnoboténcia/etnofarmacoldgicas com indicacéo para o
tratamento e/ou prevencdo de cancer e tumores, as familias boténicas mais representadas foram
Euphorbiaceae, Fabaceae, Apocynaceae, Asteraceae e Vitaceae. No presente trabalho, as espécies
foram obtidas a partir de coleta aeatdria em uma area especifica do Pantanal sul mato-grossense e
pertencem as familias Alismetaceae, Asteraceae, Euphorbiaceae, Fabaceae, Lamiaceae e Rubiaceae,
sendo que as duas espécies que se mostraram mals promissoras no teste de atividade
antiproliferativa C. punctatum e H. brevipes pertencem, respectivamernte, as familias Asteraceae e
Lamiaceae.

O extrato apolar de Hyptis brevipes apresentou atividade antiproliferativa com valores de
Glso entre 18,40 e 29,74 g/, sendo que fracdo acetato de etila obtida a partir desse extrato
mostrou-se ainda mais ativa com valores de Glsg entre 3,12 e 24,54 pg/mL (Tabela 2) sugerindo
gue as substancias ativas presentes no extrato apolar foram concentradas na frac8o acetato de etila
Corroborando com essa hipétese, as fragdes cloroformio e hexanica foram inativas, com valores de
Glsp acima de 250 pg/mL  (meior concentracdo testada) paraamaioria das linhagens testadas.

Ha& relatos de estudos farmacolégicos das folhas de espécies do género Hyptis tais como
atividades antioxidante do extrato etandlico (Shirwakar et a., 2003) e antiinflametéria da fracéo
cloroférmica (Grass et al., 2006), e especificamente a espécie H. brevipes demonstrou nos extratos
metandlico e diclorometano de suas partes aéreas atividades antimicrobiana e antifingica (Goun et
a., 2003). Do extrato diclorometanico de H. brevipes (planta intelra) derivados 5,6-dihydro-o-
pyrone conhecidos como brevipolides foram bioativos frente a células de cancer de mama (MCF-7)
e cOlon (HT-29) utilizando o método MTT (Deng et al., 2009) e de nasofaringe (KB) pelo método
da SRB (Suérez-Ortiz et d., 2013).

A andlise por HPLC/DAD da fracéo acetato de etila de H. brevipes mostrou a presenca de

varios compostos (Figura 2). A partir dos espectros de UV obtidos e levando-se em conta que
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derivados do &cido cumdrico € uma faixa de absorcdo méxima em 308 nm (Achamiale,
Rezzonico and Grignon-Dubois, 2009) e que derivados do &cido cafeico possuem méaximo de
absorcao entre 299 e 325 nm (Grassi- Zampieron et a., 2010), foi possivel propor que os picos 5 e 7
(tempo de retencdo 2,72 e 4,98 min, Figura 2) podem ser derivados do écido cafeico. Ja os picos 6,
9 e 10 (tempo de retencdo 4,62; 8,94 e 12,92 min) apresentaram caracteristicas de absor¢do no
espectro de UV gue sugerem derivados do &cido cumarico. Finalmente, os picos 7, 9 e 10 foram os
mejoritarios (proporcao relativa entre 0s picos) e seus espectros de UV apresentam maximos de
absorcdo em concordancia com os descrito por Deng et al. (2009) e Suérez-Ortiz et al. (2013) para
os brevipolides que possuem em sua estrutura um grupo fenil  propandide.

Ja 0 extrato apolar e a fragdo acetato de etila de Centratherum punctatum (Asteracese)
também foram ativos quanto ao efeito antiproliferativo, sendo a fracdo mais ativa (Glso entre 4,53 e
22,74 yg/mL; Tabela 2) do que o extrato (Glso entre 8,49 e 24,49 pg/mL; Tabela 2). De maneira
semelhante a0 observado para H. brevipes, o extrato polar, bem como as fragdes cloroférmica e
hexénica do extrato apolar de C. punctatum foram inativas em todas as linhagens testadas (Tabela
2).

Outra atividade bioldgica ja demonstrada para extrato etandlico das partes aéreas e flores de
C. punctatum foi a acaricida contra Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Santos et a., 2013).

Uma triagem in vitro de atividade anticancer, redlizada com varios extratos de diferentes
espécies, mostrou que O maior nimero de espécies vegetais com atividade era da familia
Asteraceae, que € rico em lactonas sesquiterpenicas (Fouche et al., 2008). Alguns compostos
sequiterpénicos como  centratherinas, 5-epi-isocentratherina, goiazensolidios, lichnophorolidios A e
B, 14-carboxil-15-dimetil- costunolide, eremantina, 8a-iS0-valeroil-oxi-dehidro-costudactona e
(13)-dehidro-1-saussurea lactona ja foram isolados de diversas partes de C. punctatum (Ohno,
Cormickande and Mabry, 1979; Valdes et a., 1998). Bevelle et a. (1981) também relataram, na
fracdo cloroférmica das partes afreas desta mesma espécie, a presenca de uma lactona
sexquiterpénica conhecida como  Isocentraterina, com conhecida atividade —anti-helmintica,
antifilariose e anti-hiperglicémica. A fracdo acetato de etila andisada neste trabalho, que
demonstrou forte atividade antineoplésica, € compativel com a absor¢éo de UV (Figura 2) gerada
pela andlise desta lactona, provavelmente se tratando da mesma classe de substéncias, com
comprovada atividade citotoxica (Huo et al., 2004).

Finamente, na pesquisa por novos agentes quimioterdpicos, o ideal seria encontrar
substéncias que demonstrassem especificidade por determinado tipo de linhagem neoplasica e ao
mesmo tempo fossem menos téxicas o possivel para as céluas ndo neoplasicas (Chabner and
Roberts, 2005). Neste contexto, destaca-se o0 valor da Glsp do extrato apolar de Centratherum
punctatum em NIH/3T3 (34,04 pg/mL) com relacdo as seis linhagens neoplasicas, com seletividade
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para as céluas neoplasicas em relacdo a ndo neoplésica, em especia para as células NCI/ ADR —
RES (ovario com fendtipo de ressténcia a mutiplos farmecos, Glsp = 8,49 pg/mL), na qual o
extrato apolar foi 4 vezes mais citotdxico. Assim também, na fracdo acetato de etila o valor de Glsg
da amostra sobre as células ndo neoplasicas NIH/3T3 (Glsp = 9,89 pg/mlL) foi 2 vezes maior que o
valor de Glsp encontrado frente ao adenocarcinoma de mama (Glsp = 4,53 pg/mlL). Isto demonsira
um grande potencial antitumoral in vitro diante de diferentes tipos de cancer, assm como diversas
espécies dafamilia Asteraceae (Carvalho et d., 2013)

De mangra muito similar, a fracdo acetato de etila de Hyptis brevipes também inibiu a
proliferacdo das células ndo neoplasicas NIH/3T3 (Glsp = 8,63 pg/mL); entretanto, esse efeito foi
pelo menos duas vezes maior do que 0 observados para as células de adenocarcinoma de rim (786-
0, Glsp = 3,93 pg/mL), prostata (PC-3, Glsp = 3,12 pg/mlL) e mama (MCF-7, Glso = 3,15 pg/mlL) o
que aponta para uma possivel acdo seletiva sobre células neoplasicas, tendo um promissor potencial
para a continuidade em estudos in vivo (Suffness and Pezzuto, 1991).

Os meteriais utilizados neste estudo foram coletados no Pantanal de Mato Grosso do Sul e
indicam ter classes semelhantes de condtituintes de plantas da mesma espécie coletadas e estudadas
em outros locais, como S& Paulo e Rio de Janeiro (Ohno, Cormickande and Mabry, 1979),
Argentina (Valdes et al., 1998) e india (Pawar and Arumugam, 2011) para Centratherum punctatum
e México (Sudrez-Ortiz et al., 2013) e Indonésia (Deng et al., 2009) para Hyptis brevipes. Como 0s
metabolitos secundérios representam uma conexdo entre as plantas e o ambiente onde estéo
localizadas, sua producdo € constantemente afetada por condigdes ambientais (Gobbo-Neto and
Lopes, 2007), mas neste caso, foi possivel verificar a conservacdo dos metabdlitos em diferentes
biomaes. Tal fato contribui para obtencdo de produtos com constancia de composicao e propriedades
terapéuticas reprodutiveis

5. Conclusao

Dentre a triagem redlizada para avaliar a atividade antiproliferativa dos extratos polares e
apolares de dez espécies do Pantanal de Mato Grosso do Sul, foi possivel evidenciar que os extratos
apolares de Centratherum punctatum e Hyptis brevipes apresentaram potencial atividade
antiproliferativa. O fracionamento desses extratos resultou em fracOes acetato de etila, de ambas as
espécies, com atividade antineoplasica mais potente do que os extratos originais frente as seis
linhagens de carcinoma humano testadas. Atribui-se as moléculas j& isoladas nessas espécies,
isocentraterina e brevipolideos (respectivamente), atividade, sendo uma opcdo para estas
classes a producdo de um extrato enriquecido, 0 que permitiria seu isolamento ou até uma utilizagdo

futura como fitoterapico.
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