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RESUMO

Produtos naturais séo utilizados no tratamento de diversas doencas, inclusive no combate a
varios tipos de cancer. O Estado de Mato Grosso do Sul apresenta uma flora rica e
diversificada, fonte de inUmeras espécies exploradas na busca de novas substancias com
atividade biologica. O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial anticancer in vitro de oito
espécies vegetais de Mato Grosso do Sul. A atividade antiproliferativa foi avaliada através do
teste de citotoxicidade com o corante sulforodamina B (SRB). Na triagem inicial de 12
extratos foi utilizada a linhagem B16-F10 (melanoma murino). Os oito extratos ativos tiveram
suas fases e compostos originados destes extratos avaliados adicionalmente, em seis linhagens
de células neoplésicas humanas: MCF-7 (mama), PC-3 (préstata), 786-0 (rim), HT-29
(célon), UACC-62 (melanoma humano), NCI/ADR-RES (ovério resistente a madltiplas
drogas) e uma linhagem de células ndo neoplasicas - NIH/3T3 (fibroblasto murino) para
determinagéo do indice de Seletividade. Dentre os resultados obtidos, destaca-se o de uma -
lactona di-hidroxilada isolada da fracdo diclorometanica das folhas de Mezilaurus
crassiramea (Lauraceae), substancia da classe dos butanolideos, que foi ativa em PC-3, HT-
29, MCF-7 e UACC-62, com valores de Glsode 9,95 + 2,05; 5,11 +1,98; 3,74+ 0,85 3,35
1,0 pg/mL, respectivamente. Também foram ativos os extratos etanolico e hexanico das raizes
de Annona dioica (Annonaceae) que demonstraram alta seletividade para a linhagem MCF-7.
O extrato diclorometénico desta espécie foi ativo contra todas as linhagens neoplasicas
avaliadas, destacando-se a Glsg de 0,24 + 0,005 ug/mL na linhagem de ovario resistente a
multiplas drogas, em comparagdo ao valor para doxorrubicina (2,99 + 0,4 pg/mL), além da
alta seletividade para esta mesma linhagem tumoral em relacdo a linhagem de células
normais. Os resultados expressivos obtidos para A. dioica provavelmente estdo relacionados a
presenca de compostos da classe das acetogeninas nos extratos. Os extratos de Aniba
heringerii (Lauraceae), Macrosiphonia petraea (Apocynaceae) e Vernonia rubricaulis
(Asteraceae), de maneira geral, apresentaram moderada atividade. As espécies investigadas se
mostraram promissoras como fontes de novos quimioterapicos, tendo-se em vista 0S

resultados relevantes apresentados contra células originarias de varios tipos de cancer.

Palavras-chave: produtos naturais, citotoxicidade, cancer, sulforodamina B.



ABSTRACT

Natural products are used in the treatment of many diseases, including several types of cancer.
Mato Grosso do Sul’s rich, diverse flora has been explored for new substances with biological
activity. The purpose of this study was to evaluate in vitro the anticancer potential of eight
plant species from this Brazilian state. The cytotoxicity test with sulfornodamine B (SRB)
was employed to evaluate their antiproliferative activities. Twelve extracts were initially
screened against B16-F10 (murine melanoma) cells. The fractions and compounds obtained
from the eight active extracts were further evaluated against six human neoplastic cell lines—
namely, MCF-7 (breast), PC-3 (prostate), 786-0 (kidney), HT-29 (colon), UACC-62
(melanoma), NCI/ADR-RES (ovarian, multidrug-resistant}—and non-neoplastic NIH/3T3
cells (murine fibroblasts) to determine selectivity index values. Noteworthy results were
obtained for a dihydroxylated y-lactone (a butanolide) isolated from the dichloromethane
fraction of the leaf extract of Mezilaurus crassiramea (Lauraceae), which proved active
against PC-3, HT-29, MCF-7, and UACC-62 cells, with Glsy values of 9.95 + 2.05, 5.11 +
1.98, 3.74 £ 0.85, and 3.35 + 1.0 pg/mL, respectively. The ethanol and hexane extracts of
Annona dioica roots (Annonaceae) were highly selective against the MCF-7 line. The
dichloromethane extract of this species was active against all neoplastic lines tested, with a
Glsp value of 0.24 £ 0.005 pg/mL against the multidrug-resistant NCI/ADR-RES line,
compared with 2.99 + 0.4 pug/mL for doxorubicin (the positive control), in addition to
demonstrating high selectivity against this tumoral cell line, relative to normal cells. The
relevant results obtained with A. dioica were probably related to the presence of acetogenins
in its extracts. Overall, the extracts of Aniba heringerii (Lauraceae), Macrosiphonia petraea
(Apocynaceae), and Vernonia rubricaulis (Asteraceae) exhibited moderate activity. The
species investigated are promising sources of new chemotherapeutic agents, as demonstrated

by the results obtained using different cancer cell lines.

Keywords: natural products, cytotoxicity, cancer, sulforhodamine B.
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1. INTRODUCAO

Os produtos naturais sdo utilizados no tratamento de diversas doencgas agudas e
crénicas, inclusive no combate a varios tipos de cancer (ISSA et al., 2006). As industrias
farmacéuticas apresentam grande interesse em utilizar plantas medicinais, visando explorar
seu potencial terapéutico e econdmico (MAIOLI-AZEVEDO; FONSECA-KRUEL, 2007).

Dentre os medicamentos disponibilizados no mercado entre 1981 e 2002, cerca de
28% destes possuem principios ativos isolados de produtos naturais ou semi-sintéticos;
aproximadamente 24% sao sintéticos, contudo, com grupos farmacoféricos baseados em
estruturas de substancias naturais. Deste modo, a maioria dos medicamentos langados neste
periodo é derivada de produtos naturais, mostrando que essa fonte é de grande relevancia nos
estudos de desenvolvimento de novos farmacos (BRANDAO et al., 2010; NEWMAN;
CRAGG; SNADER, 2003).

Newman e colaboradores (2003) expdem que medicamentos derivados de substancias
naturais sdo capazes de tratar por volta de 87% das enfermidades humanas categorizadas,
incluindo as indicadas como antibacterianas, anticoagulantes, antiparasitarias,

imunossupressoras e anticancerigenas.

Inimeros farmacos empregados no tratamento do cancer sdo de origem vegetal e
consistiram em protétipos para o desenvolvimento de medicamentos anticancer, tais como,

vimblastina, vincristina, taxol, camptotecina (MANTLE et al., 2000).

Branddo e colaboradores (2010) expGem que a cada cinco mil estruturas quimicas
testadas, apenas uma vem a se tornar um medicamento de fato. Se menos de 10% das espécies
de plantas foram avaliadas de alguma forma, seja fitoquimicamente ou com relagdo a suas
atividades biologicas, muitos farmacos de origem vegetal ainda estariam por serem

descobertos, especialmente os anticancer.

A necessidade de desenvolvimento de novos farmacos para tratamento de doencas
como o cancer, o HIV, doengas infecciosas e uma série de outras doencas € urgente e
demanda uma vasta investigacdo e exploracdo das possibilidades, sendo a natureza parte
fundamental neste processo de busca, no qual os produtos naturais sdo fonte importante de

novos agentes farmacéuticos e moléculas bioativas (CRAGG; NEWMAN, 2013).
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O Brasil é portador de uma das floras mais ricas do mundo, fonte substancial de
produtos naturais com finalidades terapéuticas, sendo a fitoterapia difundida no pais
principalmente pelo povo indigena (MAIOLI-AZEVEDO; FONSECA-KRUEL, 2007,
SOUZA et al., 2008).

O Estado de Mato Grosso do Sul apresenta uma flora rica e diversificada, fonte de
inimeras espécies exploradas na busca de novas substdncias com atividade bioldgica.
Diversas plantas ocorrentes no Cerrado e Pantanal do Estado vém sendo estudadas por
pesquisadores da UFMS, com destaque para algumas espécies pertencentes as familias
Lauraceae, Annonaceae, Apocynaceae e Asteraceae, que através de estudos biomonitorados
sdo avaliadas na busca de novas substancias bioativas, especialmente contra o céancer. O
estudo de compostos com atividade anticancer com substancias oriundas de plantas da regido
tém sido fonte expressiva de publica¢bes (FIGUEIREDO et al., 2011; GARCEZ et al., 2005;
GARCEZ et al., 2006; GARCEZ et al., 2011; MATOS et al., 2006; SILVA et al., 2007;
SIMIONATTO et al., 2010).

Deste modo, no presente estudo foi avaliada a atividade anticancer in vitro dos
extratos etandlicos, fases resultantes da particdo dos extratos, substancias puras e 0Oleos
essenciais de espécies vegetais de Mato Grosso do Sul, pertencentes as quatro familias
referidas, no intuito de esclarecer suas atividades bioldgicas, de modo a possibilitar o

surgimento de novos agentes terapéuticos.

O modelo de cultura de células foi utilizado para avaliar a citotoxicidade frente as
linhagens células de neoplésicas, o qual permite observar os padrdes de crescimento celular
em condi¢Ges controladas, evidenciando a atividade antiproliferativa dos compostos,
ampliando o conhecimento sobre plantas com potencial atividade anticancer em Mato Grosso

do Sul e contribuindo para o desenvolvimento cientifico-regional do Estado.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cancer

Definido de inimeras maneiras, a palavra cancer em si faz referéncia aos grossos
vasos sanguineos que alimentam o tumor, lembrando as garras de um caranguejo;
visualizacdo da angiogénese, a partir da observacdo de Hipdcrates (FEINBERG; OHLSSON;
HENIKOFF, 2006). Portanto, derivado do latim caranguejo, representa “aquele que se agarra

a qualquer parte daquilo que se apodera” (KUMAR et al., 2005).

O termo cancer é utilizado genericamente para representar um conjunto de mais de
100 doencas. Dividindo-se desordenadamente, as células do cancer invadem tecidos e drgéos,
formando tumores malignos, podendo se espalhar para outras regiGes do corpo (INSTITUTO
NACIONAL DO CANCER, 2011)

O céncer é caracterizado pelo comportamento inadequado da célula, que surge da
quebra do equilibrio celular, apds uma sequéncia de alteracGes genéticas nas células, causadas
por fatores tdxicos ambientais, ou mesmo fatores internos da propria célula, levando ap6s
sucessivas mutacbes a uma perda do controle de seus mecanismos, fazendo que de forma
autébnoma prolifere desordenadamente e migre, resultando em invasdo tecidual e possivel
metéstase (ALBERTS et al., 2002; KUMAR et al., 2005).

No final do século XIX e inicio do século XX, David Von Hansemann e Theodor
Boveri observando a divisdo de células cancerigenas, notaram a presenca de aberracdes
cromossémicas. A partir disto, foi proposto que os tumores seriam clones de células anormais,
caracterizadas por anormalidades no material genético, o que foi apoiado posteriormente pela
demonstracdo de que agentes que danificam o DNA e geram muta¢do também causam o
cancer, apos a descoberta do DNA como material molecular de heranca e determinacédo de sua
estrutura (STRATTON et al., 2009).

De acordo com o tipo de célula normal que o originou, independente dos tecidos que
tenha migrado, o cancer recebe uma classificagdo primaria. O sufixo “oma” denota tumor,
sendo que quase todos se enquadram em um dos seguintes grupos, conforme relatam Almeida
e colaboradores (2005):

e Carcinomas, Sarcomas, Linfomas, Leucemias, Mielomas, Melanomas, Gliomas,

Neuroblastomas, Tumores das células germinativas.
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As alteragbes que ocasionam as neoplasias podem ocorrer em genes especiais, a
principio inativos em células normais, denominados proto-oncogenes, que quando ativados,
transformam-se em oncogenes, responsaveis pela transformacdo das células normais em
células tumorais (ALMEIDA et al., 2005).

O céancer é o resultado de um processo de evolucdo darwiniana ocorrendo entre
populacbes de células dentro de microambientes, fornecidos pelos tecidos de um organismo
multicelular, baseado em dois processos constituintes: a aquisicdo continua de variagdo
genética hereditaria em células individuais e por mutacdes aleatorias e/ou selecdo natural
atuando sobre a diversidade fenotipica resultante. A selecdo pode eliminar as células que
adquiriram mutacOes deletérias ou pode promové-las carregando alteragdes que Ihe conferem
a capacidade de proliferar e sobreviver de forma mais eficaz do que as demais (STRATTON
et al., 2009).

O processo de formacdo do cancer, a carcinogénese, ocorre lentamente na maioria dos
casos. Uma célula cancerosa pode levar anos para originar um tumor detectavel, passando por
varios estagios. O estagio de iniciacdo é o primeiro do processo de carcinogénese, onde o
agente carcinogénico (oncoiniciador) atua sobre as células provocando alteragcdes genéticas.
Segue-se entdo o0 estagio de promocdo, passando a atuar oS agentes carcinogénicos
oncopromotores, que ap6s longo e continuo periodo de contato com as células ja
geneticamente modificadas, as transformam gradualmente em células malignas. Por fim, da-
se 0 estagio de progressao, processo irreversivel, onde a multiplicacdo das células ja esta
descontrolada, evoluindo até o aparecimento dos primeiros sinais clinicos (ALMEIDA et al.,
2005).

Os tumores ndo sdo capazes de crescer além de um tamanho critico ou fazer metastase
para outro 6rgdo sem a presenca de vasos sanguineos e dependem da angiogénese local para
se proliferar. Da mesma forma, sem um fornecimento eficiente de sangue, ndo é possivel
distribuir drogas anticancer para todas as regides de um tumor em quantidades eficazes
(CALUX et al., 2001; CARMELIET; RAKESH, 2000).

A angiogénese consiste na criacdo de novos capilares a partir de vasos preexistentes,
processo que ocorre durante o desenvolvimento embrionario, sendo a proliferacdo de células
endoteliais baixa em adultos. Porém, a angiogénese pode voltar a se intensificar devido a

processos patologicos como crescimento tumoral. A inducdo da angiogénese, portanto,
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constitui etapa importante no processo de carcinogénese (CALUX et al., 2001; PLATE et al.,
1993).

A inflamacgdo também atua em diferentes pontos ao longo do percurso de progressao
tumoral (tumorigénese) e pode contribuir para a iniciacdo do tumor por meio de mutacgdes,
instabilidade gendmica e modificacdes epigenéticas; proliferacdo de células pré-malignas e
aumento da sobrevivéncia; estimulo da angiogénese e eventualmente também podem
promover a propaga¢do metastatica (GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, 2010) - Figura 1.
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Figura 1. Inflamacéo e as etapas da tumorigénese. Adaptado de Grivennikov; Greten; Karin, 2010.

Superado apenas por doencgas cardiovasculares, o cancer € uma das principais causas
de morte no mundo, na populacdo da maioria dos paises desenvolvidos (INSTITUTO
NACIONAL DO CANCER, 2011). Segundo a Organizacdo Mundial de Satde (OMS), em
nivel global, o cancer foi responsavel por cerca de 8,2 milhdes de mortes em 2012. Estima-se
a ocorréncia de 27 milhGes de casos incidentes de cancer até 2030, dos quais 17 milhdes de
mortes e 75 milhdes de pessoas vivas, anualmente, com a doenca (INSTITUTO NACIONAL
DO CANCER, 2012).

As estimativas para o Brasil no ano de 2012, validas também para 2013, apontaram a
previsdo de mais de 518.510 novos casos de cancer, incluindo os casos de pele néo
melanoma, reforgando a dimenséo do problema do céncer no pais (INSTITUTO NACIONAL
DO CANCER, 2012).

Para 2014, as estimativas do INCA e do Ministério da Saude sdo de mais de 576 mil

novos casos no Brasil, mostrando um aumento no ndmero de casos previstos quando
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comparado aos anos anteriores, apontado como consequéncia de um processo de
envelhecimento da populagéo brasileira. (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2014).

Problema de saide publica nos paises desenvolvidos e em desenvolvimento, as taxas
de morte por cancer crescem devido a maior exposicao dos individuos a agentes cancerigenos,
a partir do processo de industrializacdo global, que modificou os padrbes de vida, refletindo
diretamente no perfil epidemioldgico das populacBes, em muitas, diminuindo doengas
infecciosas concomitantemente ao aumento de doencas cronico-degenerativas (INSTITUTO
NACIONAL DO CANCER, 2011). O aumento da expectativa de vida da populagdo
influencia 0 aumento da incidéncia do céncer, que é favorecido pelo envelhecimento do
organismo (CAIRNS, 1981).

2.2 Cultura de células e Ensaios celulares

Através de metodologias de isolamento e identificacdo de compostos de fontes
naturais recentes e cada vez mais modernas, foi possivel 0 aumento no nimero de novas
substancias bioativas, com inimeras indicacGes terapéuticas. Paralelo a esse progresso,
desenvolveram-se métodos de screening bioldgicos, que permitem testar in vitro milhares de
substancias frente a alvos bioldgicos especificos em curto espaco de tempo (BRANDAO et
al., 2010).

O cultivo celular permitiu até hoje grande avango nas descobertas cientificas,
proporcionando maior compreensdo de mecanismos moleculares da célula, o que contribui
especialmente para exploracdo da biologia de células tumorais (AMARAL; MACHADO-
SANTELLI, 2011).

Inicialmente, as células eram cultivadas apenas em monocamada; sendo esta técnica
aperfeicoada, originou-se a cultura de células em 3 dimensdes (3D), através dos trabalhos
iniciais de Johannes Holtfreter, Aron Arthur Moscona e Joseph Leighton. (AMARAL,;
MACHADO-SANTELLI, 2011).

Na pesquisa de agentes antineoplasicos, os testes in vitro sdo amplamente utilizados.
Os métodos mais empregados na investigacdo antitumoral sdo os ensaios de citotoxicidade em
cultura de células, para avaliagdo da atividade anticdncer dos compostos testados
(HOUGHTON et al., 2007). A citotoxicidade dos compostos é avaliada por parametros que

incluem, desde morte, até alteracdo de metabolismo celular (FRESHNEY, 2005).
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Uma das vantagens dos testes de citotoxicidade in vitro € restringir 0s ensaios in vivo,
reduzindo o uso de animais ao menos na fase de triagem das pesquisas (HAMBURGER;
HOSTETTMANN, 1991). Além disso, também apresentam boa reprodutibilidade, facil

execucdo e baixo custo relativo a sua relevancia cientifica (SKEHAN et al., 1990).

O rastreamento de produtos naturais biologicamente ativos requer o0 uso de um
bioensaio adequado, pois a deteccdo de compostos com a atividade desejada em um complexo
de extratos de plantas depende da confiabilidade e da sensibilidade dos sistemas de ensaio
utilizados (HOSTETTMANN, 1998).

Diversas metodologias sdo empregadas para desenvolvimento dos ensaios de
citotoxicidade, algumas inovadoras, pois evitam o uso de materiais radioativos, como a

contagem celular e os processos colorimétricos (HENRIKSSON et al., 2006).

Ensaios colorimétricos de viabilidade celular sdo ferramentas importantes no estudo
de atividade das células eucaridticas. Alguns dos testes colorimétricos mais utilizados sdo o
MTT que envolve técnicas utilizando o sal de tetrazélio, brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazélio, descrito por Mosmann (1983) e com corante sulforodamina B (SRB)
conforme Skehan et al., (1990), amplamente utilizados pelo Instituto Nacional de Cancer dos
Estados Unidos (NCI) em sua rotina de triagem de drogas anticancer (HOUGHTON et al.,
2007). Mas h& outros diferentes tipos de ensaios colorimétricos como: XTT, alamarBlue,
vermelho neutro e cristal violeta (HENRIKSSON et al., 2006).

O teste MTT € usado para analise quantitativa de proliferacdo e sobrevivéncia de
células de mamiferos (MOSMANN, 1983). Este método mede indiretamente a viabilidade
celular pela atividade enzimaética, avaliando o nimero e a atividade das células vivas, através
da transformacéo do sal de tetrazélio de coloracdo amarelo claro em um produto denominado
formazan, de coloragdo azul escuro, através da enzima mitocondrial succinato desidrogenase
(LIMA et al., 2006; MOSMANN, 1983).

O ensaio com sulforodamina B (SRB) ¢ utilizado para determinacdo da densidade
celular, baseado na captagdo da carga negativa (aminoxantina rosa). O SRB é um corante com
habilidade de se ligar a componentes protéicos celular e especificamente se liga aos residuos
de aminoéacidos das proteinas dentro das células fixadas pelo acido tricloroacetico (TCA) e,
portanto, diferentemente do MTT, o método independe da atividade metabolica celular.

Quanto maior o numero de células viaveis, maior a captacdo do corante e maior é o valor da
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absorbancia. Este ensaio permite que as placas sejam estocadas, sendo assim, a leitura pode
ser realizada posteriormente (HOUGHTON et al., 2007; SKEHAN et al., 1990).

A citotoxicidade também pode ser determinada através de métodos que avaliam as
variacdes da morfologia celular, por observacdo direta em microscopia Optica dos danos
causados as células, decorrentes do efeito das drogas; a viabilidade é medida utilizando-se
corantes como o azul de tripan e a eosina (MACIEL; PINTO; VEIGA, 2002).

2.3 Compostos Naturais

A natureza tem sido recurso para atender as necessidades basicas do homem ao longo
do tempo, formando a base de sofisticados sistemas tradicionais de medicina. Particularmente
as plantas tém registros de uso medicinal que datam de 2600 a.C. na Mesopotamia,
documentando o uso de mais de 1000 produtos derivados de plantas. Mais tarde a civilizacdo
Greco-Romana também contribuiu substancialmente para a utilizacdo de medicamentos
desenvolvidos a base de plantas no mundo Ocidental antigo, através dos relatos de
Dioscorides (100 d.C.) na Grécia e Galeno (130-200 d.C.) em Roma (CRAGG; NEWMAN,
2013).

Nas ultimas décadas, grande parte das pesquisas para descoberta de novas drogas esta
voltada a procura de agentes potenciais para prevencdo ou tratamento do céancer
(HOUGHTON et al., 2007) e os compostos naturais tém sido fonte importante destes agentes,

visto que muitas plantas apresentam propriedades anticancer admiraveis (LIMA et al., 2006).

A partir de uma analise de trabalhos etnobotanicos publicados entre 1980 e 2008,
Melo et al., (2011) descrevem plantas medicinais que tém sido relatadas como anticancer,
onde 84 espécies sdo citadas como sendo utilizadas para o tratamento e prevencdo do cancer

seja de um modo geral ou contra algum tipo de tumor especifico.

A triagem de produtos naturais tem guiado inimeras pesquisas na busca de substancias
promissoras para obtencdo de novas drogas antineoplasicas (MAGALHAES, 2005). Nesta
area de pesquisa anticancer, 74% das substancias introduzidas como farmacos até 2003
derivaram de produtos naturais (ROUHI, WASHINGTON, 2003).

As mortes por cancer estdo projetadas para continuar asubir, sendo que mais
de 70% ocorrem em paises de baixa e média renda, que ndo possuem recursos suficientes para
diagndstico, tratamento e prevencdo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2006). A
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completa eliminacdo dos tumores é um dos grandes desafios da medicina e resultados
promissores tém sido obtidos com vérias espécies vegetais no Brasil (ALMEIDA et al., 2005;
PINTO et al., 2002).

Nos ultimos anos, foi possivel a varios pesquisadores identificar e/ou isolar compostos
bioativos que exibem atividade anticancer, explorando o fracionamento de extratos por meio
de atividades biomonitoradas, através de ensaios de citotoxicidade in vitro, podendo levar a
avaliacBes in vivo quando h& interesse, revelando centenas de compostos com atividade
anticancer (MANGAL et al., 2013).

No que diz respeito a espécies ocorrentes em Mato Grosso do Sul, vérias apresentaram
substancias com potencial atividade anticancer (FIGUEIREDO et al., 2011; GARCEZ et al.,
2005; GARCEZ et al., 2006; GARCEZ et al., 2011; MATOS et al., 2006; SILVA et al.,
2007; SIMIONATTO et al., 2010).

2.4 Familia Lauraceae

Composta em sua maioria por arvores e arbustos, a familia Lauraceae esta distribuida
em regides tropicais e subtropicais do planeta, predominante nas Américas, Asia, Australia e
Madagascar, além de algumas espécies no sul da Africa. Ecolgica e economicamente
importante, possui 52 géneros e cerca de 2750 a 3000 espécies, muitas de alto rendimento,
produtoras de 6leos essenciais, com madeiras de qualidade, estando também presentes na
medicina tradicional e na culinaria (ALCANTARA et al., 2010; BROTTO et al., 2009; VAN
DER WERFF; RITCHER, 1996). No Brasil ocorrem cerca de 400 espécies representantes de
22 géneros (LORENZI; SOUZA, 2008).

Um expressivo nimero de espécies de Lauraceae apresenta grande diversidade de uso,
muito mencionadas na literatura em levantamentos etnobotanicos, por serem amplamente
utilizadas, sobretudo na medicina e cozinha popular, como exemplo: Cinnamomum
zeylanicum, Laurus nobili e Persea americana, respectivamente a canela, o louro e o abacate
(BARATA-SILVA; MACEDO; GOMES, 2005; MAIOLI-AZEVEDO; FONSECA-KRUEL,
2007; MARQUES, 2001; PEREIRA; OLIVEIRA; LEMOS, 2004).

Padrén Marquez (2010) demonstra que 0os componentes bioativos da canela possuem
marcada atividade antimicrobiana frente a varias cepas bacterianas e efeito citotoxico sobre a

linhagem de células neopléasicas de mama (MCF-7). A familia Lauraceae é destacada ainda,
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por outras espécies citadas por atividades biolégicas como antimicrobiana (CATAO et al.,
2005), inseticida (PRIETO et al., 2010), antifungica e antioxidante (DE OLIVEIRA LIMA et
al., 2006; GARCEZ et al., 2009), de atuacdo no sistema de reparo de DNA (CARBONEZI et
al., 2004), larvicida, promissora no controle e prevencdo de Aedes aegypti (ARAUJO, 2012),

dentre outras.

Esta familia é considerada muito rica em metabdlitos secundarios pertencentes as
classes das lignanas e neolignanas, alcaloides aporfinicos e benzilisoquinolinicos,

flavonoides, sesquiterpenos, e pironas (GARCEZ et al., 2011).

Compostos da classe dos butanolideos também sdo muito citados na familia
Lauraceae. Butanolideos extraidos das raizes de Aiouea trinervis (Lauraceae), o
epilitsenolideo C; e a isoobtusilactona A, demonstraram atividade antiproliferativa frente a
uma linhagem de células tumorais - Hep2 (laringe) importante efeito genotoxico (GARCEZ et
al., 2005).

Em estudo da espécie Cinnamomum kotoense, o butanolideo isokotomolideo A,
isolado a partir das folhas, apresentou atividade antiproliferativa em células neoplésicas de
pulmédo (A549), inibindo sua proliferacdo por bloquear a progressao do ciclo celular e induzir
apoptose (CHEN et al., 2007).

O butanolideo extraido do caule de Cinnamomum subavenium, o isolinderanolideo B,
apresentou potencial para o tratamento de cancer, avaliado pelo ensaio do XTT contra uma
linhagem de células de cancer de bexiga humana T24. Foi observado um efeito inibidor de
proliferacdo dose-dependente, que demonstrou claramente a atividade citotéxica do composto
sobre as células T24, indicando ainda que possa desempenhar papel importante no processo
de apoptose destas células (SHEN et al., 2011).

E ainda outro butanolideo, linderanolideo E, isolado a partir do tronco da espécie
Machilus obovatifolia, apresentou citotoxicidade contra vérias linhagens de células tumorais
como P-388 (leucemia), KB16 (carcinoma epidermoide de boca), A549 (pulmédo) e HT-29
(coélon) (TSAI et al., 2001).

Distribuido na regido tropical sul-americana (MORAES, 2005), especialmente na
Amazonia e regido das Guianas, 0 género Aniba esta entre 0os que apresentam maior nimero
de espécies de importancia econdmica dentro da familia Lauraceae, particularmente na

industria de perfumes. No Brasil ocorrem 41 espécies deste género, que se destacam néo soO
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por seu alto valor econdbmico, mas por serem constituidas de grande quantidade de dleos
essenciais em sua casca e lenho (CASTELO-BRANCO et al., 2000; MARQUES, 2001).

Os oOleos essenciais, no geral, possuem propriedades: ndo sé antioxidantes, mas
também pro-oxidantes, base da capacidade citotoxica, sendo eficientes na reducdo da
proliferacdo de células tumorais, que ainda o0s tornam excelentes anti-sépticos e
antimicrobianos, conhecidos por diversas atividades bioldgicas como antifingica, antiviral e
antimutagénica que pode ser relacionada também com a atividade anticancer (BAKKALI et
al., 2008).

Um dos compostos presentes nos 6leos essenciais, com atividade citotdxica, é o
monoterpeno linalool, encontrado na espécie Aniba rosaeodora, o qual demonstrou efeito
citotoxico em células tumorais (SAMPAIO et al., 2012; SIMIC et al., 2004; SER et al.,
2011).

O género Aniba também tem suas espécies evidenciadas por serem empregadas como
medicinais, apresentando, por exemplo, atividade antibidtica, blogueadora do
desenvolvimento de ancilostomideo humano, antinociceptiva e anti-inflamatoria em modelos
experimentais de dor e inflamacgdo; bem como efeitos ansiolitico, anticonvulsivante e ainda
antimicrobiano, téxico contra cepas de Candida albicans (CARVALHO, 2011;
KLAUSMEYER et al., 2004; MARQUES, 2001; MELO, 2006).

Investigada em nosso estudo, Aniba heringerii ocorre em matas de galeria, no cerrado
e na caatinga do Brasil, sendo conhecida popularmente como canela ou pau-louro, a espécie é
caracterizada por suas flores grandes (MORAES, 2005)

O género Mezilaurus compreende 18 especies com distribuicdo neotropical,
espalhadas da Costa Rica ao sudeste do Brasil, a maioria encontrada na area de drenagem do
Rio Amazonas e Guiana. Espécies do género sdo exploradas principalmente por conta de sua
madeira rigida, utilizada na fabricacéo de barcos e construgdes (MORAES, 2005; VAN DER
WERFF, 1987).

Um dos géneros que possuem as menores flores dentro da familia Lauraceae,
Mezilaurus é pouco coletado e a maioria das cole¢des botanicas possui poucos espécimes
(ALVES; BAITELLO, 2008; VAN DER WERFF, 1987). Mezilaurus crassiramea,
popularmente conhecida como canela-branca, canela-de-goias, cumbuquinha, italba-abacate,
é dominante nos Cerrados do Planalto Central brasileiro, € uma espécie bem definida, embora

conhecida de poucas cole¢des procedentes de cerrado (MORAES, 2005).
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2.5 Familia Annonaceae

Com distribuicdo pantropical, a familia Annonaceae compreende cerca de 120
géneros, dos quais 34 podem ser encontrados na América do Sul, e entre 2000- 2200 espécies,
constituida de arvores e arbustos. Muitos membros desta familia s&o utilizados na medicina
popular para diversos fins, além de ser produtora de vérios frutos, 6leos comestiveis derivados
de algumas sementes e ainda as flores que sdo usadas na perfumaria, fazendo da familia
Annonaceae um grupo de grande importancia (FECHINE et al., 2002; PONTES; BARBOSA;
MAAS, 2004; VEGA et al., 2007).

No Brasil, encontram-se 26 géneros representantes desta familia, os quais
desempenham papel importante na sua composicao vegetal, a maioria ocorrendo em florestas,

sendo poucos os individuos em areas abertas (MAAS et al., 2001).

As partes aéreas e raizes destas plantas sdo muito Uteis na nutricdo e na medicina
tradicional. No que se refere ao uso medicinal, estudos relatam diferentes atividades
bioldgicas para espécies de anonaceas, observando atividade antileishmania (RAYNAUD-LE
GRANDIC et al., 2004), antioxidante e citoprotetora (BARRECA et al., 2011), citotdxica,
apresentando potencial antitumoral (BETANCUR-GALVIS et al., 1999; FORMAGIO et al.,
2013b; SILVA et al., 2007), anti-inflamatoria (FORMAGIO et al., 2013a; FORMAGIO et al.,
2013b), antiviral (BETANCUR-GALVIS et al., 1999) e ainda um estudo expondo sobre a
eliminacdo de radicais livres, atividade antiproliferativa, anti-inflamatoria e hipoglicemiante,
atribuindo estes efeitos a presenca de flavonoides no extrato e fracBes avaliados
(FORMAGIO et al., 2013a).

A familia Annonaceae é caracterizada pela presenca de terpenoides, alcaloides e 6leos
essenciais (DA SILVA et al., 2009); mas polifendis e outros compostos aromaticos também
sdo normalmente encontrados nestas plantas. No passado o0s estudos quimicos e
farmacologicos de plantas da familia Annonaceae estavam envolvidos na busca de alcaloides,
porém na ultima década o interesse tem se voltado para o estudo das acetogeninas (VEGA et
al., 2007).

Encontrados em diferentes espécies de anonaceas, os alcaloides aporfinicos e
oxaporfinicos apresentam inimeras atividades bioldgicas e farmacoldgicas. (SILVA et al.,
2007).

Acetogeninas também sdo amplamente descritas em espécies da familia e do género

Annona. Quimicamente, sdo derivados de &cidos graxos de cadeia longa (C32 ou C34),
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destacadas por uma infinidade de aplicacdes, especialmente como pesticida, mas também por
apresentarem alta citotoxicidade em linhagens neoplasicas in vitro e ainda atividade
antitumoral in vivo, consideradas um dos mais potentes inibidores mitocondriais
(MCLAUGHLIN et al., 2008; NAKANISHI et al., 2003).

Estdo sendo feitas pesquisas com substancias hibridas de acetogeninas e inseticidas
visando o complexo | mitocondrial e os resultados sdo promissores na area anticancer. Estes
compostos hibridos foram avaliados contra 39 linhagens de células tumorais de diferentes
origens, dentre elas, células de cancer de mama, sistema nervoso central, célon, pulméo,
ovario, rim, estdmago, prostata e melanoma, revelando excelente atividade antitumoral
(KOJIMA et al., 2013).

A atividade citotdxica é amplamente descrita em espécies do género. Em avaliacdo do
6leo essencial das folhas de Annona silvatica a atividade antiproliferativa é apresentada frente
a nove linhagens de células tumorais, sendo elas: U-251 (glioma), UACC-62 (melanoma),
MCF-7 (mama), NCI/ADR-RES (ovério resistente), 786-0 (rim), NCI-460 (pulméo), PC-3
(prostata), OVCAR-03 (ovario) e HT-29 (c6lon) (FORMAGIO et al., 2013b).

Amplamente distribuida na América do Sul, estendendo-se desde a Bolivia até o
Paraguai, Annona dioica € uma espécie arbustiva que possui frutos muito apreciaveis,
conhecida popularmente como "“ceraticum”, "arixicum" e "ariticum”. No Brasil suas folhas e
frutos sdo utilizados contra reumatismo e suas sementes no combate a diarréia, enquanto no
Paraguai, as folhas sdo utilizadas para fazer chas ou gargarejos com efeito anti-catarral; 0s
frutos, além de comestiveis, possuem propriedades sedativas e as sementes sao empregadas
no tratamento de infeccOes de pele por parasitas e ainda como inseticidas (FORMAGIO et al.,
2013a; VEGA et al., 2007).

Annona dioica, atraves dos extratos e fracbes n-hexano, cloroférmio, metanolica e
aquosa de diferentes partes da planta como: cerne, casca do caule, cerne subterraneo, casca do
caule subterréneo e folhas, foi avaliada no estudo de Mahmoud e colaboradores (2011). Por
meio do ensaio colorimétrico MTT as fracOes foram testadas contra as linhagens HCT-8
(carcinoma de célon humano), MDA-MB-435 (melanoma) e SF-295 (glioblastoma) e
apresentaram elevada atividade citotoxica com mais de 75% de inibicdo do crescimento

celular.

Flavonoides e fracOes isoladas das folhas de A. dioica foram testadas quanto a sua

acao sobre as topoisomerases I e II-o. humanas, mostrando efeito inibitorio do relaxamento do
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DNA. Foi avaliado o efeito citotoxico destes compostos contra células do carcinoma de
Ehrlich e os resultados revelaram importante atividade antiproliferativa quando comparados a

quercetina, o controle positivo utilizado (VEGA et al., 2007).

Em 2003, alguns alcaloides ja conhecidos foram isolados do extrato etanolico da
madeira de Annona dioica (SANTOS; MORAIS; BRAZ-FILHO, 2003). Posteriormente,
Vega e colaboradores (2007) relatam a ocorréncia de quatro flavonoides nos constituintes
foliares, derivados dos extratos metanolico e hexanico também de Annona dioica e mais
tarde, outros autores também identificaram flavonoides encontrados nas folhas da mesma

espécie a partir do extrato metanolico bruto e suas fracdes (FORMAGIO et al., 2013a).

2.6 Familia Apocynaceae

Apresenta-se com 355 géneros e mais de 3700 espécies, encontradas principalmente
nos tropicos. No Brasil sdo conhecidas cerca de 400 espécies em 41 géneros, onde 32 destes
sdo encontrados apenas na Amazonia, (MORALES, 2005; PEREIRA et al., 2007).

Marcada normalmente pela presenca de latex (PEREIRA et al., 2007), a familia
Apocynaceae é caracterizada por espécies que apresentam inimeros compostos importantes
como os glicosideos cardiotdnicos e os alcaloides inddlicos (BARATTO, 2010). E
considerada uma importante fonte vegetal de constituintes quimicos com propriedades
terapéuticas, como os alcaloides da Vinca: vimblastina e vincristina, reconhecidos
anticancerigenos isolados das folhas de Catharanthus roseus, antigamente conhecida como
Vinca rosea e popularmente chamada de Vinca (BARATTO, 2010; BRANDAO et al., 2010).

Outro género importante de Apocynaceae com qualidades medicinais €
Tabernaemontana. Suas espécies sao ricas em alcaloides indélicos monoterpénicos, utilizados
como marcadores quimicos do género, 0s quais apresentam inimeras propriedades bioldgicas,
como a atividade antileucémica in vitro relatada de alguns alcaloides isolados de T.
salzmanni, capazes de induzir morte celular por apoptose em células leucémicas humanas
THP-1 (FIGUEIREDO et al., 2010).

Santos e colaboradores (2013) apresentaram um estudo baseado no levantamento
bibliogréafico referente a 112 trabalhos publicados nos dltimos 15 anos (1995-2010) sobre os
estudos etnobotéanicos, quimicos e farmacologicos das espécies de Apocynaceae nas diversas

regibes do Brasil. Dentre inimeras especies da familia referidas como utilizadas
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popularmente com fins medicinais, 0 género Macrosiphonia aparece relatado através de duas
espécies: M. petraea, citada como anti-inflamatoria e M. velame, utilizada para tratamentos de
ulceras, gripes, febre, hemorragia, como cicatrizante, entre outros. (CAMPOS; GUARIM-
NETO, 2010).

O uso medicinal de espécies do género Macrosiphonia também é exposto em estudo
com M. velame, onde efeitos bioldgicos do extrato hidroetandlico foram avaliados em modelo
animal. Os resultados sugeriram atividade anti-inflamatoria sistémica e tdpica, quando
avaliados os testes de edema de pata, mostrando atividade tanto na dor de origem inflamatoria
como neurogénica nos experimentos de nocicepc¢do, atuando ainda como blogueador da
hipertermia induzida por levedura de cerveja, demonstrando acdo antipirética (RIBEIRO et
al., 2010).

Macrosiphonia petraea, avaliada no presente estudo e de nome popular velame
(JESUS et al., 2009; SANTOS et al., 2013) ou velame-branco (GUARIM NETO; MORAES,
2003), também ¢ designada pelas sinonimias Macrosiphonia verticillata var. petrea e
Mandevilla petrea. Endémica no Estado de Mato Grosso do Sul, € comercializada por
raizeiros e indicada para tratamento de inflamacdes, através da ingestdo do cha de suas raizes
tuberosas (DE ASSIS JUNIOR; GARCEZ; GARCEZ, 2013).

A mesma indicacdo - utilizacdo no tratamento de inflamagdes - também é citada em
outros estudos: um levantamento etnobotanico na comunidade de Pirizal, MT (JESUS et al.,
2009), além de um levantamento bibliografico referido em paragrafo anterior (SANTOS et
al., 2013). A espécie foi também avaliada com relacdo ao seu efeito fotoprotetor, para
verificar a absor¢do nas regides ultravioleta A e B - UVA e UVB, embora ndo tenha
apresentado o efeito desejado (VIOLANTE et al., 2009).

2.7 Familia Asteraceae

Encontrada em todos os tipos de habitat, mas principalmente nas regides tropicais da
America do Sul, a familia Asteraceae possui cerca de 1.600 géneros compreendendo 25.000
espécies, sendo um dos grupos mais numerosos dentro das Angiospermas (HATTORI,;
NAKAJIMA et al., 2008; VERDI et al., 2005).
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Em levantamento etnobotanico realizado por Maioli-Azevedo e Fonseca-Kruel (2007)
em feiras livres do Rio de Janeiro — RJ, dentre 49 familias citadas, Asteraceae obteve o maior

numero de espécies utilizadas na medicina tradicional.

As especies de Asteraceae tém seus constituintes quimicos e atividades biologicas
largamente estudadas. Indmeras possuem uma variedade de metabolitos secundarios,
destacando-se os flavonoides (VERDI et al., 2005).

O género Vernonia ¢ um dos maiores da familia Asteraceae, caracterizado pela alta
producdo de lactonas sesquiterpénicas (BUSKUHL et al., 2009). No Brasil este género é
constituido por aproximadamente 200 espécies (PAGNO et al., 2006), das quais ha diversos
estudos citando variadas atividades biologicas e efeitos terapéuticos como: anti-malaria
(ABOSI; RASEROKA, 2003), anticancer (HOWARD et al., 2003; IZEVBIGIE, 2003) e anti-
inflamatoria (MAZUMDER et al., 2003).

Além das lactonas sesquiterpénicas, também foram encontrados compostos polares
sollveis em agua em extratos de espécies de Vernonia, que demonstraram atividade citotdxica
e imunomoduladora (BUSKUHL et al., 2009).

O extrato benzénico de Vernonia cinerea mostrou um amplo espectro de atividade
antibacteriana (GUPTA et al., 2003). Em outro estudo com a mesma espécie mostrou-se que
0 extrato metandlico da planta inteira apresentou significativa atividade anti-inflamatoria

quando comparada aos resultados da droga padrao fenilbutazona (MAZUMDER et al., 2003).

Ainda tratando de Vernonia cinerea, os extratos cloroférmio, metandlico e etandlico
das folhas avaliados em testes comportamentais e de indugdo de edema e pirexia em ratos
mostraram o potencial analgésico, antipirético e anti-inflamatorio, levando os autores a inferir
que estes efeitos e alteracfes observados podem contribuir para a utilizacdo de V. cinerea no
tratamento da malaria IWALEWA,; IWALEWA; ADEBOYE, 2003).

A atividade de Vernonia amygdalina foi avaliada a partir do extrato das folhas na
linhagem de células tumorais de mama - MCF-7, onde foi demonstrado o potencial inibidor
da sintese de DNA e ainda antiproliferativo da espécie (IZEVBIGIE, 2003).

O mesmo efeito antiproliferativo do extrato etandlico das folhas de V. amygdalina
contra células de cancer de mama foi confirmado em diferente estudo com outra linhagem
além de MCF-7, a MDA- MB -231, também de células tumorais mamarias; mostrando

inibicdo dose-dependente do crescimento celular, induzindo apoptose e ainda apresentando
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um importante resultado que mostra sinergismo da espécie com a Doxorrubicina, um
quimioterapico comercial conhecido, apontando seu potencial como terapia complementar ao
tratamento corrente (WONG et al., 2013).

Vernonia pachyclada também apresentou atividade anticancer, através de um
fracionamento biomonitorado a partir do extrato etandlico das folhas, que levou ao isolamento
de trés novas lactonas sesquiterpénicas que apresentaram atividade citotoxica frente a
linhagem de céancer de ovario humano - A2780 (WILLIAMS et al., 2005).

Em uma revisdo de plantas com potencial medicinal do género Vernonia, a espécie V.
amygdalina foi indicada como a mais utilizada do género, especialmente no tratamento da
malaria e diabetes, enquanto Vernonia cinerea foi apontada como a espécie promissora contra
o0 cancer e doengas inflamatérias. Uma classe de lactonas sesquiterpénicas, os vernolideos,
foram identificados como os compostos mais estudados em Vernonia, apresentando diversas
atividades biologicas, onde vernolideo A aparece como um dos compostos com maior
potencial anticancer encontrado até agora em espécies do género. Porém, para realmente
determinar o seu potencial terapéutico, os autores ressaltam a necessidade de novas
investigacbes sobre outras espécies de Vernonia, além de estudos adicionais que avaliem
outros compostos isolados (TOYANG; VERPOORTE, 2013).

Vernonia rubricaulis avaliada no presente trabalho e cujas propriedades ainda sao
pouco conhecidas, ¢ um arbusto de 1-2 m de altura, com caule arroxeado, fino e pouco
ramificado e com "batata" lenhosa subterranea. Com distribuicdo pela América do Sul, da
Colémbia a Argentina e no Pantanal, nas sub-regibes de Poconé, Céceres, Miranda e
Nabileque, esta espécie € comum em areas alagaveis e solos argilosos. Apesar de quase
desconhecida por pecuaristas, € uma planta hepatotdxica para o gado, levando a morte 24
horas apds sua ingestdo, sendo ainda mais toxica ao rebrotarem ap0s as queimadas
(AFONSO; POTT, 2001).

2.8 Familia Erythroxylaceae

Com distribuicdo pantropical, a familia Erythroxylaceae possui cerca de 250 espécies,
difundidas em quatro géneros: Aneulophus, Nectaropetalum, Pinacopodium e Erythroxylum,
sendo os trés primeiros exclusivos da Africa (LOIOLA et al., 2007; LORENZI; SOUZA,
2008).
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A maioria das espécies pertence ao género Erythroxylum, o maior e mais
representativo, com aproximadamente 230 espécies espalhadas nos quatro continentes,
sobretudo na América do Sul, especialmente no Brasil e na Venezuela, e ainda na Africa e na
Ilha de Madagascar, onde suas espécies sdo amplamente utilizadas na medicina popular
(LOIOLA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2011; ZANOLARI et al., 2003).

Melhor conhecido pela espécie Erythroxylum coca, que produz naturalmente a
cocaina, 0 género caracteriza-se quimicamente pela presenca de alcal6ides do grupo tropano,
além de flavonoides, taninos, terpenos e fenilpropanoides (EVANS, 1981; GRIFFIN; LIN,
2000; HEGNAUER, 1981; ZUANAZZI et al., 2001).

Segundo Cazafia-Martinez et al. (2004) e Jiménez Aleman et al. (2004) espécies de
Erythroxylum sdo utilizadas medicinalmente por sua grande variedade de atividades
farmacoldgicas, citadas por possuirem propriedades antiinflamatoria, anestésica, analgésica,
estimulante, entre outras. Empregadas por indios Kayapo6s do sul do Pard, no tratamento de
queimaduras de “poraqué” (E. macrophyllum) e ma digestdo, assim como anestésico e anti-
reumatico (E. suberosum) (BARBOSA; PINTO, 2003).

Outras espécies como E. vacciniifolium e E. catuaba, também sdo muito valorizadas
pela populacdo, devido ao uso da casca como remédio para disfuncéo erétil, sendo que na
Paraiba, sdo muito usadas pela populagdo local como afrodisiacas e estimulantes do sistema
nervoso central (ZANOLARI et al., 2003).

Das espécies avaliadas no presente estudo, Erythroxylum anguifugum é popularmente
conhecido como fruta-de-pomba, tem sua raiz citada como eficaz contra picada de cobra. A
espécie Erythroxylum daphnites é citada em estudos sendo utilizada como alimento para
fauna (DE PAULA et al., 2009; IMANA-ENCINAS et al., 2009).

2.9 Familia Sapindaceae

Também conhecida como Saponéaceas, devido aos frutos e sementes de algumas
espeécies ricos em saponina, utilizados na fabricacdo de sabonetes, especialmente Sapindus
saponaria (GUARIM NETO; SANTANA; SILVA, 2000). A familia Sapindaceae
compreende mais de 2000 espécies em 150 géneros, sendo a maioria das espécies nativas da
Asia, embora existam algumas na América do Sul, Africa e Australia (MENZEL, 2002).
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Econbmica e popularmente importante, outra espécie representativa, Paullinia cupana
(o guarand), é a espécie desta familia mais explorada no Brasil (HERCULANO; MATOS,
2008), conhecida por suas propriedades estimulantes e pelo refrigerante produzido a partir de
seus frutos, significante no comércio brasileiro (CAVALCANTI et al., 2001).

Na medicina tradicional, espécies de Sapindaceae sdo utilizadas como estimulantes,
diuréticas, expectorantes, vermifugas, sedativas, contra dores estomacais e no tratamento de
dermatites, além de citadas na literatura por agdes antiinflamatoria, analgésica, antipirética,
antimicrobiana e antifungica de algumas espécies (CAVALCANTI et al.,, 2001; DOS
SANTOS et al., 2010; PENDOTA et al., 2009; TSUZUKI et al., 2007).

Da familia Sapindaceae foram isolados saponinas, diterpenos e flavondides, entre
outros metabdlitos secundarios (TSUZUKI et al., 2007), tais como, sesquiterpenos aciclicos e
diterpenos oligoglicosidicos, presentes em diversas especies desta familia usadas na medicina
oriental (CAVALCANTI et al., 2001).

Diplokeleba floribunda popularmente conhecida como canela-de-cotia ou farinheira é
utilizada como ornamental e para arborizacdo, além do seu uso como lenha e carvédo
(GUARIM NETO; SANTANA,; SILVA, 2000).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar a atividade anticancer de espécies vegetais de Mato Grosso do Sul.

3.2. Objetivos Especificos

3.2.1. Avaliar a atividade anticancer em seis linhagens de células neoplasicas humana de
extratos, fases resultantes da particdo dos mesmos e substancias puras obtidos de Mezilaurus
crassiramea e Aniba heringerii (Lauraceae), Annona dioica (Annonaceae), Macrosiphonia
petraea (Apocynaceae), Vernonia rubricaulis (Asteraceae), Erythroxylum anguifugum,

Erythroxylum daphnites (Erythroxylaceae) e Diplokeleba floribunda (Sapindaceae).

3.2.2. Avaliar a seletividade das amostras testadas para as linhagens de células neoplésicas

em relacdo a uma linhagem de células normais.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencao das amostras

As amostras testadas no presente estudo consistiram de extratos, fases resultantes de

particdo dos mesmos, substancias puras e 0leos essenciais das espécies vegetais avaliadas -

Mezilaurus crassiramea, Aniba heringerii, Annona dioica, Macrosiphonia petraea, Vernonia

rubricaulis, Erythroxylum anguifugum, Erythroxylum daphnites e Diplokeleba floribunda

(Tabela 1), gentilmente fornecidos pela equipe dos Profs. Dr?. Fernanda R. Garcez e Dr.

Walmir S. Garcez do Instituto de Quimica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul -

UFMS.

Tabela 1 - Relacdo de amostras testadas

de cada familia e espécie avaliada.

Familia

Espécie

Parte da Planta Amostras

Lauraceae

Mezilavrus crassiramea

Extrato biuto

Fase diclorometanica

Fruatos Fase hexanica

Fase acetato de etila

Fase hidrometanolica

Extrato biuto

Fase diclorometanica

Folhas v-lactona 1

v-lactona 2

v-lactona 3

Galhos Extrato biuto

Aniba heringerii

Extrato etanolico

Fase acetato de etila

Fase hexanica

Folhas Benzoato de benzila

Salicilato de benzila

Espatulenol

Oleo Essencial

Caule Oleo Essencial

Annonaceae

Amona dioica

Extrato hexanico

Raiz Extrato diclorometanico

Extrato etanolico

Apocynaceae

Macrosiphonia petraea

Extrato etanolico

Fase hexanica

Raiz -
Fase acetato de etila

Fase lndrometandlica

Asteraceae

Vernonia rubricaulis

Extrato etanolico
Extrato diclorometanico

Folhas

Erythroxylaceae

Ervihroxvium anguifiigiin

Casca do caule Extrato bruto

Erviliroxvium daphmites

("asca do caule Extrato bruto

Sapindaceae

Diplokeleba floribimda

Folhas Extrato etanolico
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As espécies vegetais foram coletadas em diferentes cidades do Estado de Mato Grosso
do Sul: Mezilaurus crassiramea e Aniba heringeri (Campo Grande); Annona dioica
(Corumbd); Macrosiphonia petraea (Bonito); Vernonia rubricaulis (Porto Murtinho);
Erythroxylum anguifugum e (Campo Grande); Erythroxylum daphnites (Campo Grande) e
Diplokeleba floribunda (Corumbad).

Estas espécies sdo estudadas com relacdo & sua composicdo quimica no LP-1 do
Instituto de Quimica da UFMS e fazem parte de Dissertacfes de Mestrado e Teses de
Doutorado em Quimica da UFMS.

4.2 Avaliacéo in vitro da atividade anticancer das amostras

4.2.1 Cultura de células

Na avaliacdo inicial da atividade antiproliferativa das amostras, para triagem dos
extratos foi utilizada a linhagem B16-F10 (ATCC-CRL-6322, células de melanoma murino).
Posteriormente, fases e compostos originados destes extratos foram testados em seis linhagens
de células neoplasicas humanas: MCF-7 (ATCC-HTB-22, adenocarcinoma de mama), PC-3
(ATCC-CRL-1435, adenocarcinoma de prostata), 786-0 (ATCC-CRL-1932, adenocarcinoma
de rim), HT-29 (ATCC-HTB-38 adenocarcinoma de c6lon), UACC-62 (melanoma humano),
NCI/ADR-RES (adenocarcinoma de ovario resistente). Também foi utilizada uma linhagem
de células ndo neoplasicas - NIH/3T3 (ATCC-CRL-1658, fibroblasto murino) para
determinacéo do indice de Seletividade.

As celulas foram doadas pelos Prof. Dr. Jodo Ernesto de Carvalho — UNICAMP e
Prof. Dr. Auro Nomizo da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP ou adquiridas do
Instituto Adolpho Lutz, Sdo Paulo (SP) e do Banco de Células do Rio de Janeiro.

Todas as linhagens estdo criopreservadas em nitrogénio liquido. Para os testes de
citotoxicidade, as células foram descongeladas e cultivadas em frascos estéreis de 25 cm? de
area contendo meio de cultura RPMI 1640 ou DMEM, penicilina-estreptomicina 1%,
suplementados com 10% de soro fetal bovino - SFB (denominado meio completo). Em
seguida foram incubadas a 37°C em atmosfera umida contendo 5% de CO, até a formacao da

monocamada com pelo menos 80% de confluéncia (FRESHNEY, 2005).
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4.2.2 Preparo das amostras-teste

As amostras-teste foram diluidas em Dimetilsulféxido (DMSQO) na concentragao de 0,1
g/mL. Para a adi¢do nas células, as amostras foram novamente diluidas em meio de cultura, de
tal modo que a maior concentracdo de DMSO utilizada foi de 0,25%, o que ndo altera a

viabilidade celular.

4.2.3 Teste de citotoxicidade

O teste de citotoxicidade foi realizado conforme o descrito por Skehan et al., (1990).

Quando as células atingiram a confluéncia necessaria, ou seja, quando as células em
crescimento formaram uma monocamada de células aderidas a superficie de contato do frasco
de cultivo, ocupando pelo menos 80% da area disponivel, foi realizado o repique. O repique
consiste na desagregacdo das células através da acdo de tripsina e transferéncia das mesmas
para um ambiente (frasco) maior para que possam continuar se multiplicando. O meio de
cultura contido na garrafa foi aspirado, seguido da adicdo de aproximadamente 0,5 mL de
solucdo tampdo fosfato salino para lavagem e retirada de resquicios do meio contendo soro
fetal bovino, para que ndo interfira na acdo da tripsina-EDTA 2,5 g/L adicionada logo em
seguida com mesmo volume nas garrafas, sendo incubadas por 2-3 minutos em média. As
células suspensas foram transferidas para tubo cénico contendo meio completo (3X o volume
da tripsina para sua inativacdo pelo SFB). O tubo contendo as células foi centrifugado por 4
minutos a 1000 rpm, o sobrenadante foi aspirado e o pellet de células ressuspendido em meio
novo homogeneizado com as células que foram entdo transferidas para dois novos frascos de
area 25 cm? (volume - 60ml), para crescer novamente até que cada um destes novos frascos
estivesse com 80% de confluéncia. Para obtencdo do numero de células adequado para 0s

experimentos foram padronizados dois repiques.

As celulas em crescimento exponencial apds o segundo repique foram diluidas em
Trypan Blue® (1:5), contadas em Cémara de Neubauer para obten¢do de uma suspensdo com
7.500 células em 100 puL de meio, e semeadas em placas de 96 cavidades (plagueamento). As
placas foram incubadas por 24h antes da adi¢cdo das amostras e da leitura da placa TO. A placa
TO néo recebe aplicacdo das amostras e os valores da leitura desta placa indicam quanto as

células cresceram desde o plaqueamento até a adicdo das amostras nas placas-teste.
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Ao término das 24h foi feita a leitura da placa TO e as amostras foram aplicadas nas
placas-teste em triplicata de quatro concentracdes (0,25; 2,5; 25 e 250 pg/mL), sendo as

placas-teste novamente incubadas por 48h.

Decorrido o ultimo tempo, foi feita a leitura das placas-teste. O volume de meio das
cavidades da placas de 96 pocos foi aspirado e as células aderidas foram fixadas com 100 pL
de &cido tricloroacético (TCA) 20% por 30 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e as
placas foram lavadas 5x em &gua corrente e secas na capela de fluxo vertical para adicdo de
50uL de SRB 1% para coloracdo das células durante 30 minutos. Apos o tempo de coloragéo,
seguiu-se com a lavagem das placas 4x com &cido acético 1% para retirar o excesso de
corante e secagem, para posterior adicdo do tampdo Trizma Base (10 mM, pH 10,5) para
solubilizar o corante ligado as proteinas de membrana das células fixadas, possibilitando a

leitura no espectrofotometro em 540nm (Figura 2).

LINHA DO TEMPO DO EXPERIMENTO

Coloragdo (SRB)

30mm

Plaqueamento Adigio das amostras Leitura das placas
e Leitura T0 teste

(7,5x10° céls/poco)

I | | ‘ | Obtencio das
absorbancias

I I | ‘ I ‘ (340 nm)

Oh 24h 72h

. Solubilizagio do
o AR 1 - ey
Fixagio (TCA) corante (Trizima Base)

30mm

10mm

Figura 2. Etapas do experimento no decorrer do tempo. Adaptado de Candido-Bacani et al., 2013.

Foram medidas as seguintes absorbancias: placas-teste, ou seja, das células tratadas
com as amostras-teste (T), controle negativo (CN), branco das amostras-teste e a leitura do
inicio da incubacdo, portanto, antes da adicdo das amostras (T0). Em todos 0s experimentos
foi incluido um controle positivo, Doxorrubicina (Eurofarma) nas concentracGes de 0,025 -
0,25 - 2,5 - 25 pg/mL (Figura 3).
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Figura 3. Células da linhagem neoplasica humana de prdéstata - PC-3. Controle negativo (células ndo
tratadas) e Controle positivo (células tratadas com Doxorrubicina na concentracdo de 25 pg/mL), ap6s
48 horas de incubacao.

A inibicdo de crescimento - Gl (%) de cada amostra-teste foi calculada em programa

Excel, utilizando-se as formulas segundo Monks et al. (1991):
Se T>TO0 e < CN: Glsp = 100. [(T-TO) / (CN-T0)]

Se T< TO: Glso = 100. [(T-T0) / (T0)]

A concentragdo que inibe 50% do crescimento celular (Glsp) foi determinada por
analise de regressao nao linear em programa de analises de dados (Origin Versdo 6.0). Os
valores de Glsg sdo resultantes da média das triplicatas (n=3) de cada experimento e foram

calculados a média e o desvio padrdo das Glsp originadas de 3 experimentos independentes.

As amostras-teste com Glsp < 30 ug/mL foram consideradas potencialmente ativas

(ITARATH et al., 2004). As amostras foram consideradas inativas quando Glso > 250 pg/mL.

4.2.4 Indice de seletividade (1S)

O indice de seletividade (IS) corresponde a divisdo entre o valor da Glsp de cada
amostra na linhagem de células ndo neoplasicas NIH/3T3 (fibroblasto murino) e o valor da
Glso de cada amostra em cada linhagem de células neopléasicas (Glso NIH/3T3 / Glso célula

neoplasica).

Este parametro indica o uso potencial das amostras, sendo considerado significativo
um valor de IS maior ou igual a 2,0 (HOUGHTON et al., 2007), que significa que a amostra
testada € duas vezes mais ativa na linhagem de células neoplasicas do que em células normais.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A triagem da atividade antiproliferativa dos extratos das espécies foi feita por meio da
linhagem B16-F10 (melanoma murino) onde a Glso variou entre 2,84 + 0,015 e 26,69 + 0,13
ug/mL (Tabela 2). Uma vez que estas espécies foram consideradas potencialmente ativas, pois
seus extratos brutos apresentaram valores de Glsg inferiores a 30 ug/mL (ITARATH et al.,
2004), foi avaliada a atividade antiproliferativa de fracGes e substancias proveniente dos

mesmaos.

Tabela 2 - Valores de Glsp* (ug/mL) expressos em X + sd para a linhagem neoplasica B16-F10
(melanoma murino) na triagem dos extratos de cada espécie avaliada e do controle positivo
Doxorrubicina.

ORIGEM AMOSTRA B16-F10
Extrato bruto — frutos 2,95+0,05
Mezilaurus crassiramea R o
o _ Extrato bruto — folhas 26.69+0,13
Frutos, folhas e galhos
Extrato bruto — galhos =250
Aniba heringeri . e i i
Extrato etanolico 25,0620,07
Folhas
Extrato hexénico 3,44+ 0,37

Annona dioica ) . —
Extrato diclorometanico 3,44+ 0.05

Raiz
Extrato etanolico 3.81+£0.04
Macrosiphonia petraea ” s Oeas mc
. Extrato etanolico 5.96%5.55
Raiz
Vernonia rubricaulis L .
Extrato etanolico 2.84+0,015
Folhas
Envithroxylum ancuificum
- . sve Extrato bruto =250
Casca do caule
Ervithroxyvium daphnites _
o ’ ! Extrato bruto =250
(Casca do caule
Diplokeleba floribiinda . _
£ N Extrato etanolico =250
Folhas
Doxorrubicina 0,019 0,008

* Glgp: concentracdo que inibe 50% do crescimento celular.

As amostras, provenientes dos extratos ativos na triagem, que apresentaram Glso>250
pug/mL em pelo menos trés linhagens de células neoplasicas foram consideradas inativas e ndo

foram testadas novamente em outras linhagens.
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Os resultados da avaliacdo da atividade antiproliferativa in vitro das amostras testadas
frente as linhagens neoplésicas humanas estdo apresentados em topicos por espécie vegetal

avaliada.

Os gréaficos correlacionam as porcentagens de crescimento (eixo das ordenadas)
variando de 100% a -100% nas determinadas concentragdes avaliadas (eixo das abscissas).
Dentre os valores mais importantes, destacam-se o controle negativo (CN), representado pelo
valor 100%, demonstrando o quanto as células que ndo foram expostas as amostras cresceram
ao término do experimento; o ponto 50% que corresponde a Glsy € aponta a concentracéo da
amostra necessaria para inibicdo de 50% do crescimento celular; e o tempo zero (TO0), que é
apresentado em 0% e indica ao atingir este ponto, a inibicao total do crescimento.

39



5.1 Familia Lauraceae

5.1.1 Mezilaurus crassiramea

As amostras testadas de M. crassiramea consistiram de extratos brutos obtidos de

frutos, folhas e galhos, fases provenientes da particdo dos extratos dos frutos e folhas e

substancias puras isoladas da fase diclorometanica das folhas. Os resultados referentes aos

valores de média + desvio padrdo (x + sd) das Glso de cada amostra-teste nas linhagens de

células neoplésicas estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Valores de Glsy (ng/mL) expressos em X + sd das amostras-teste da espécie
Mezilaurus crassiramea (Lauraceae) e do controle positivo Doxorrubicina nas linhagens

celulares.
ORIGEM AMOSTRA B16-F10 PC-3 786-0 HT-29 MCF-7 UACC-62 NCI/ADR-RES  NIH/3T3
Extrato bruto 2,95+0,003 >250 5499+1,60 2115+219 4278193 -250 42724224 >250
Fase diclorometanica 2406+219 2901£1,07 1059421 2357£243 20,0913 178,0£26,5 31.48x24
Fruto  Fase hexamca e 423544724 42994543 3914+246 22764283 3894x41  4103£304  3190%13
Fase acetato de etila — 2350 250 250 =250
Fase ludrometanolica - 250 250 250 >250
Extrato bruto 26,690,013 37804146 33322073 250 5437+1,65 -250 5083£086 409114
Fase diclorometanica - 2335£020 29132177 30,23£298 1937+42 3095084 26,6038 4781z1.1
Folhas  y-lactonal e 2L18+125 31512024 294640014 2639:190 4652+43  2147£248 3426139
v-lactona2 e 1915£1.39 16512047 30,70£030 17.15£2.17 ~250 2356:023 222729
v-lactona 3 e 9952205 18862099 S511+198 374£085 335:1.0 226216 48112
Galho  Extratobruto =250 =250 >250 - 2500 e >250
Doxorrubicina 0,019+£0,008 024+0,005 0,070,001 030+£0,07 0,12+004 0,29£0,06 299404 054+02

* Glgo: concentracdo que inibe 50% do crescimento celular.

As trés substancias puras avaliadas foram isoladas da fase diclorometanica do extrato

bruto das folhas de M. crassiramea e sdo compostos y-lactbénicos, um derivado mono-

acetilado (1), ja isolado uma vez de Mezilaurus vanderwerffii; um di-acetilado (2) e um di-

hidroxilado (3), sendo os dois Gltimos inéditos na literatura (TOFOLI, 2013) - Figura 4.
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Figura 4 - Estruturas quimicas das y-lactonas 1, 2 e 3 isoladas da fase diclorometéanica do
extrato bruto das folhas de Mezilaurus crassiramea. Fonte: Téfoli, 2013.

No processo de triagem o0 extrato bruto dos frutos apresentou forte atividade na
linhagem B16-F10 de melanoma murino, que levou a obtencdo das fases, das quais a fase
diclorometanica foi a mais ativa, apresentando moderada atividade em quatro linhagens de
células neoplasicas: PC-3, 786-0, MCF-7 e UACC-62 (Glso 20,09 + 1,3 a 29,01 = 1,07
pug/mL). A fase hexénica do fruto apresentou moderada atividade, embora com maiores

valores de Glsg.

O extrato bruto das folhas apresentou moderada atividade na triagem em B16-F10, que
se manteve na fase diclorometénica das folhas e mostrou melhora da atividade nas y-lactonas
1, 2 e 3 isoladas desta fase, apresentando valores de moderado a forte. Com destaque para y-
lactona 3, o derivado di-hidroxilado que foi ativo em a todas as linhagens neoplasicas
avaliadas, evidenciando a forte atividade apresentada frente quatro destas linhagens, PC-3
(Gls0 9,95 pg/mL), HT-29 (Glsp 5,11 pg/mL), MCF-7 (Glsp: 3,74 ng/mL) e UACC-62 (Glso:
3,35 ug/mL) - Figura 5.

Ambos os extratos dos frutos e das folhas apresentaram moderada a fraca atividade
frente as demais linhagens neoplésicas mostrando menor atividade com relacdo as linhagens
de adenocarcinoma de colon (HT-29) e melanoma humano (UACC-62). O extrato bruto do

galho ndo apresentou atividade antiproliferativa até a maior concentracdo testada em pelo

41



Porcentagem de Crescimento

menos trés das linhagens neoplésicas, bem como as fases acetato de etila e hidrometandlica

proveniente dos frutos, ndo sendo testadas frente as linhagens seguintes.

v-lactona 1

v-lactona 2

Figura 5 - Porcentagens de crescimento das linhagens de células neoplésicas expostas as
quatro concentragdes (0,25 - 2,5 - 25 ¢ 250 pg/mL) dos compostos y-lactonicos 1, 2 e 3 de
Mezilaurus crassiramea (Lauraceae).

Em relacdo a citotoxicidade de todas as amostras, a interpretacdo dos gréficos segue o

preconizado por Monks et al. (1991), onde observando as porcentagens de crescimento, até o

ponto zero considera-se efeito citostatico, pois ha apenas inibi¢do do crescimento celular, seja

parcial ou total, sendo a linha sélida que cruza o eixo y em 50% a representacdo da estimativa
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da Glso calculada por andlise de regressdo ndo linear pelo programa Origin (versdo 6.0). Os
valores negativos, abaixo de 0%, sdo avaliados como efeito citocida, correspondendo a
porcentagem de células mortas nas referentes concentracdes testadas. Os simbolos na curva,

desconsiderando o primeiro, marcam as quatro concentracdes teste.

Os pontos onde as curvas tocam a linha que estima a Glsp mostram que 0s compostos
y-lactdnicos apresentam valores de Glsp variando proximos a concentragdo de 25 pug/mL para
as y-lactonas 1 e 2, e proximo a 2,5 pg/mL para a y-lactona 3, conforme ja observado na
tabela 3, em que os valores de Glsg variaram de 3,35 a 9,95 pug/mL, nas linhagens neoplasicas

em que esta substancia foi mais ativa.

As substancias isoladas (1, 2 e 3), avaliadas no presente trabalho, sdo butanolideos de
origem policetidica (TOFOLI, 2013). Compostos desta classe sdo apontados na literatura
como responsaveis pela citotoxicidade em espécies de laurdceas, corroborando com o

observado nos nossos resultados.

No género Mezilaurus as y-lactonas foram descritas em M. synandra em 1983 por
Silva e colaboradores, que mostraram a presenca de butanolideos no seu tronco. Os
butanolideos sdo substancias citotdxicas que aparecem com frequéncia em espécies da familia
Lauraceae, como Cinnamomum reticulatum (LIN et al., 2011), Litsea acutivena (CHENG et
al., 2001; TSAI et al., 2007), Litsea glutinosa (AGRAWAL et al., 2013), Machilus
wangchiana (CHENG et al., 2009) entre outras.

O efeito citotoxico de butanolideos foi demonstrado para 0s compostos epilitsenolideo
C, e isoobtusilactona A, extraidos das raizes de Aiouea trinervis, uma espécie de Lauraceae,
gue apresentaram significativa atividade antiproliferativa frente a uma linhagem de células de

cancer de laringe - Hep2 e ainda importante efeito genotoxico (GARCEZ et al., 2005).

Um estudo de Cinnamomum kotoense apontou a presenca do butanolideo kotomolideo
A nas folhas, que foi avaliado quanto ao seu potencial para inibicdo do crescimento celular
através do ensaio XTT e também seu efeito sobre o ciclo celular e a apoptose em duas
linhagens de células tumorais de mama, MCF-7 e MDA-MB-231, com valores de 1Csy 4,98
uM e 4,67 uM respectivamente, demonstrando seletividade para estas linhagens, néo
apresentando toxicidade em células epiteliais mamarias normais. Os resultados obtidos
demonstraram que o butanolideo citado provoca um aumento de ROS (espécies reativas de
oxigénio) nas células do cancer, resultando em efeitos apoptoticos, alem do mais, quando

investigado in vivo, injecdes intraperitoneais diarias do composto em camundongos nude,

43



resultaram num decréscimo de cerca de 50% do volume do tumor quando comparado com 0
controle (KUO et al., 2008). Nos nossos resultados uma das melhores atividade observada
nesta espécie foi para mesma linhagem de adenocarcinoma de mama (MCF-7), com Glso=

3,74 ng/mL para a y-lactona 3, o butanolideo di-hidroxilado isolado também das folhas.

A melhor atividade encontrada para a y-lactona 3 poderia ser explicada pela presenca
de hidroxilas nos carbonos C-1’e C-3°, simultanecamente, que parece potencializar o efeito
citotoxico desta substancia, tornando-a mais ativa em relagdo as demais y-lactonas isoladas (1
e 2), a primeira com apenas uma hidroxila e a segunda sem grupos hidroxila, conforme Téfoli
(2013).

Investigacbes na familia Lauraceae apontam os compostos butanolideos como
responsaveis pela citotoxicidade, bem como pela sua atuacdo no ciclo celular e no processo de
apoptose encontrado nos estudos realizados, demonstrando o seu potencial anticancer (CHEN
et al., 2007; SHEN et al., 2011). Os resultados obtidos neste estudo demonstraram o potencial
anticancer dos butanolideos isolados, especialmente a y-lactona 3 (di-hidroxilada),
confirmando a atividade bioldgica desta classe de substancias relatada na literatura. Assim,
pode-se inferir que os butanolideos provavelmente sejam 0s constituintes responsaveis pelo

efeito citotdxico observado em M. crassiramea.

Com relacgéo ao Indice de Seletividade (IS), que expressa quantas vezes uma amostra é
mais seletiva (ativa) para uma linhagem tumoral do que para linhagem de células normais, o
extrato dos frutos apresentou seletividade de mais de 7x para as linhagens tumorais de mama
e de ovario expressando resisténcia a mdltiplas drogas (MCF-7 e NCI/ADR-RES
respectivamente) e 5x para a linhagem de adenocarcinoma de rim (786-0), embora com
moderada atividade antiproliferativa para estas linhagens. A fase diclorometéanica das folhas
apresentou seletividade de duas ordens de grandeza para as linhagens de células de cancer de
préstata (PC-3) e de mama (MCF-7).

A seletividade de um composto é importante e justifica-se pelo fato de que mesmo
guimioterapicos de uso comum na terapéutica apresentam citotoxicidade em células normais
in vitro (HENRIKSSON et al., 2006). Portanto, sugere o uso potencial da amostras de M.

crassiramea.

E importante ressaltar a relevancia da continuidade dos estudos destas substancias e da

busca de outros butanolideos que possam estar presentes em M. crassiramea, uma vez que
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conforme j& dito, duas destas substancias sdao inéditas na literatura e ndo apresentam ainda

relatos de sua atividade bioldgica além do descrito por Toféli (2013).

5.1.2 Aniba heringerii

As amostras de A. heringerii foram obtidas a partir das folhas e do caule, que
consistiram de: extrato etandlico das folhas, fases oriundas de sua parti¢do, substancias puras
isoladas da fase hexanica e dleo essencial. No caso do caule, foi testado apenas o 6leo
essencial. Os resultados referentes aos valores de média + desvio padrdo (X + sd) das Glso de

cada amostra-teste nas linhagens de células neoplasicas estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 - Valores de Glsy (ug/mL) expressos em X + sd das amostras-teste da espécie Aniba
heringerii (Lauraceae) e do controle positivo Doxorrubicina nas linhagens celulares.

ORIGEM AMOSTRA B16-F10 PC-3 786-0 HT-29 MCF-7  UACC-62 NCI/ADR-RES NIH/3T3

Extrato etanolico 25,06£0,07 4429113 13008214 20562 +1,48 55,63+1,59 2097259 17627+0,07 19452338

Faseacetato de etila ~ -------- 250 >250 250 >250
Fasehexanica - 37124159 55064217 250 37974191 4318+21 4701+1.78 3016202
Folha
Benzoatodebenzila ~ ---eemee- 250 241,12+281 18031105 250
Salicilato de benzila ~ =-===--e=- 250 184544317 250 =250
Espatulenol ~ -eeeeeee 2378+0,70 22514053  287+351  3143:05 3962433 @ - 40,2240,7
OleoBssencial ~ =eeeeees 0141£231 >250 250 050 e e 2250
Caule  OleoBssencial ~ =-wmememes 232,06£0,11 45142113 23028+199 3573246 6839t67 e 250
Doxorrubicina 0,019£0,008 02410005 0,07+0,00 0302007 0,12£004 029+0,06 2,99+04 0,54+02

* Glso: concentracdo que inibe 50% do crescimento celular.

A partir da triagem em B16-F10 (melanoma murino), os valores de Glsy das amostras
das folhas de A. heringerii nas linhagens neoplasicas mostram que o extrato etandlico
apresentou moderada atividade nesta linhagem e na fase hexanica deste extrato, essa atividade
foi mantida também nas demais linhagens, com exce¢do da linhagem tumoral de células de
colon (HT-29), na qual ndo apresentou atividade (Glsp>250 pg/mL). Das amostras isoladas
desta fase, a atividade se concentrou no composto espatulenol, que embora apresentando
moderada atividade antiproliferativa, com valores de Gls, variando de 22,51+0,53 a

39,62+3,3 ug/mL, demonstrou melhora da atividade antiproliferativa em todas as linhagens,
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guando comparado a fase da qual foi isolado (Figura 6). A fase acetato de etila ndo apresentou
atividade até a maior concentracéo testada.
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Figura 6 - Porcentagens de crescimento das linhagens de células neoplasicas expostas a quatro
concentragdes (0,25 - 2,5 - 25 e 250 pg/mL) da fase hexénica das folhas e do espatulenol
oriundo desta fase de Aniba heringerii (Lauraceae).

O gréfico referente a fase hexanica, apresenta as porcentagens de crescimento,
mostrando moderada atividade, onde as curvas de crescimento cruzam a linha de estimativa
da Glsp entre a concentragdo de 25 e¢ 250 pg/mL; exceto para a linhagem HT-29 que
permaneceu acima desta referéncia até a maior concentracéo testada.
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As curvas de crescimento das linhagens para o composto espatulenol, tocam a linha de
Glsp entre a as mesmas concentracbes observadas para a fase, porém, com valores mais

préximos da concentracao de 25 pg/mL.

O espatulenol (Figura 7) apresentou os melhores resultados dentre os obtidos com as
amostras de A. heringerii, apesar de sua atividade moderada. Este composto é um
sesquiterpeno que apresenta atividade bioldgica e ainda pode influenciar no aroma de véarios
6leos de interesse para indUstria de perfumaria (ALCANTARA et al., 2010b).  Seu  efeito
citotoxico é relatado em células leucémicas (FULLAS et al., 1994), em ensaios com Artemia
salina e células KB (PACCIARONI et al., 2000), em linhagem de células resistentes a
maltiplas drogas (células L5178), linfoma de células T de rato transfectadas com pHa
MDR1/A retrovirus (MARTINS et al., 2010), além de atividade antimicrobiana
(BOUGATSOS et al., 2004; ULUBELEN et al., 1994), dentre outras. Uma vez que este
composto foi obtido da fase hexanica das folhas que, por sua vez, também obteve resultados
com valores moderados, provavelmente o espatulenol seja, portanto, o responsavel pela

atividade apresentada por A. heringerii ao menos em se tratando dos constituintes das folhas.

As demais substancias puras isoladas da fase hexanica do extrato das folhas: benzoato
de benzila e salicilato de benzila (Figura 7) foram apenas fracamente ativas em duas linhagens
tumorais (786-0 e HT-29) e ndo apresentaram atividade até a maior concentragdo testada

frente as demais linhagens avaliadas.

Benzoato de benzila Salicilato de benzila

Figura 7 - Estrutura quimica dos compostos espatulenol, benzoato de benzila e salicilato de
benzila, isolados da fase hexanica das folhas. Fonte: Téfoli, 2013.
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O dleo essencial obtido de outra espécie do género Aniba também € citado na literatura
por possuir efeito citotdxico. Aniba rosaeodora, cujo 6leo é disponivel comercialmente,
apresentou atividade anticancer contra uma linhagem celular de carcinoma epidermoide
(A431), onde o efeito citotoxico do 6leo foi seletivo para a esta linhagem, induzindo apoptose
seletivamente nas células neoplésicas e pré-neoplésica, mostrando um importante potencial
anticancer (SCEUR et al., 2011).

Em A. heringerii, porém, apenas o 0leo essencial do caule apresentou atividade, sendo
esta moderada e somente em trés linhagens neoplasicas de adenocarcinoma de rim (786-0:
Glsp 45,14+1,13 pg/mL), de mama (MCF-7: Glso 35,73+2,46 pg/mL) e melanoma humano
(UACC-62: Gls; 68,39 + 6,7 ug/mL), enquanto o 6leo essencial das folhas mostrou-se inativo,
com Glsp>250 pg/mL para todas as linhagens. Diferengas no percentual de constituintes
majoritarios no 6leo essencial do caule desta espécie (3,7% de monoterpenos, 16,4% de
monoterpenos oxigenados, 26,6% de sesquiterpenos, 14,2% de sesquiterpnos oxigenados e
23,2% de ésteres benzilicos) podem justificar estes resultados, em relacdo ao observado em
outras espécies do género na literatura (Téfoli, 2013).

Os oleos de Aniba rosaeodora sdo ricos em linalool, um monoterpeno que possui
atividade biolégica (SAMPAIO et al., 2012; SIMIC et al., 2004). No estudo de Sceur et al.,
(2011), descrito paragrafos acima, os 6leos apresentados sdo constituidos de 90% de linalool.
Este composto foi detectado em quantidade inferior nos 6leos de Aniba heringerii, que
possuem nos seus constituintes majoritarios ndo s6 0 monoterpeno linalool, mas especialmente
benzoato de benzila, salicilato de benzila e espatulenol (TOFOLI, 2013), justificando talvez o

porqué nao foi encontrada atividade semelhante no presente trabalho.

E valido citar que 6leos essenciais de A. heringerii apresentaram composicio quimica
muito semelhante, embora, de um modo geral, os constituintes majoritarios apareceram em
maior concentragdo no Oleo essencial das folhas. Todavia, o 6leo essencial do caule,
apresentou um maior percentual do composto salicilato de benzila, quando comparado ao 6leo
das folhas (TOFOLI, 2013). Deste modo, talvez este constituinte possa estar envolvido na

atividade anticancer observada neste 6leo frente as linhagens 786-0, MCF-7 e UACC-62.

Portanto, embora os 6leos de espécies do género Aniba possuam estudos relatando suas
propriedades bioldgicas, estas estdo relacionadas principalmente com o monoterpeno linalool.
Os 6leos de Aniba heringerii, porém, possuem diferencas na quantidade deste constituinte
quando comparado com Oleos descritos na literatura, dificultando comparacGes e podendo

mesmo ser 0 motivo da auséncia de uma atividade mais acentuada.
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O oleo essencial do caule ainda demonstrou seletividade para as trés linhagens
neoplésicas nas quais foi ativo, quando comparado a linhagem de células normais NIH/3T3
(fibroblasto murino). Apesar da sua moderada atividade antiproliferativa, apresentou alta
seletividade, com IS = 12,8 (786-0), 1S=16,2 (MCF-7) e 1S=8,4 (UACC-62), que mostra o uso

potencial deste 6leo mesmo sendo ativo apenas nestas linhagens.

O Indice de Seletividade também apresentou valores significativos para o extrato
etandlico, que embora com atividade antiproliferativa variando de moderada a fraca,
apresentou seletividade de cerca de 4x para a linhagem PC-3 (prostata) e de mais de 3x para

linhagem MCF-7 (mama).

Assim, Aniba heringerii demonstrou potencial anticancer principalmente através da
fase hexanica do extrato das folhas, do espatulenol (composto oriundo desta fase) e do 6leo
essencial do caule. Mesmo apresentando moderada atividade antiproliferativa, os valores
significativos de IS apresentados para o extrato bruto das folhas e para o 6leo do caule

indicam o potencial de utilidade clinica de suas amostras.
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5.2 Familia Annonaceae

5.2.1 Annona dioica

As amostras de A. dioica foram todas obtidas das raizes e consistiram de extratos:
hexanico, diclorometanico e etanolico. Os resultados referentes aos valores de média + desvio
padrdo (X + sd) das Glso de cada amostra-teste nas linhagens de células neoplésicas estdo
apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 - Valores de Glsy (ug/mL) expressos em X + sd das amostras-teste da espécie
Annona dioica (Annonaceae) e do controle positivo Doxorrubicina nas linhagens celulares.

ORIGEM AMOSTRA B16-F10 PC-3 786-0 HT-29 MCF-7 TUACC-62 NCI/ADR-RES NIH/3T3

Extrato hexanico 3441037 6945:230 48.14+281 4723£031 2774015 33.05£39 2142018 3621225

Raz  gypatodiclorometinico 344005 3224104 5004056 487¢172 213+049 3434023 02440005 460402

Extrato etanolico 381£0,04 15732106 2417£133 27.26£180 277£053 588+0,6  2892+1,00 265119

Doxorrubieina 0,019£0,008 024£0,005 0,070,001 030£0,07 0,12£0,04 0,29£0,06 2,99+04 054402

* Glso: concentracdo que inibe 50% do crescimento celular.

Os resultados da triagem mostraram que o0s trés extratos apresentaram forte atividade
na linhagem de melanoma murino (B16-F10). Os valores de Glsy nas demais linhagens de
células neoplésicas mostram que todos os extratos de A. dioica apresentaram forte atividade
para a linhagem de adenocarcinoma de mama - MCF-7, com valores variando em torno da

concentragéo de 2,5 pg/mL.

O extrato hexanico, além do resultado para células MCF-7, também apresentou forte
atividade para a linhagem de adenocarcinoma de ovario NCI/ADR-RES (Glsg 2,14 £ 0,18
pg/mL), chamando atencédo para o fato de que esta linhagem expressa resisténcia a maltiplas
drogas e que ainda apresentou valor semelhante ao controle positivo (Doxorrubicina),
tornando este resultado ainda mais relevante. O extrato etandlico ainda apresentou forte
atividade frente a linhagem de melanoma - UACC-62 (Gls 5,88 + 0,6 pg/mL). Nas demais
linhagens os extratos etandlico e hexanico apresentaram moderada atividade (Figura 8 - A e
B).

O grande destaque de A. dioica, porém, ainda é o extrato diclorometénico que foi ativo

em todas as linhagens testadas com Glsy variando de 0,24 a 5,02 pg/mL. O menor valor de
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Porcentagem de Crescimento

Glso foi observado frente & linhagem neoplésica resistente a maltiplas drogas (NCI/ADR-

RES), sendo considerado um resultado expressivo, visto que este extrato foi 10x mais ativo

nesta linhagem do que a Doxorrubicina (Glsp 2,99£0,4 pg/mL), demonstrando grande

potencial antitumoral in vitro deste extrato diante de diferentes tipos de cancer (Figura 8 - C).
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Figura 8 - Porcentagens de crescimento das linhagens de células neoplasicas expostas as
quatro concentragbes (0,25 - 2,5 - 25 e 250 pug/mL) dos extratos de Annona dioica

(Annonaceae).
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Os pontos onde as curvas de crescimento das linhagens tocam a linha (sélida) que
estima o valor calculado de Glsy indicam o efeito citostatico e a forte atividade
antiproliferativa de todos os extratos frente a linhagem MCF-7(mama), apresentada nas
curvas cor de rosa dos trés graficos, que cruzam a linha de 50% do crescimento préximas a

concentragéo de 2,5 pg/mL.

No grafico referente ao extrato hexanico, ressalta-se também a curva da linhagem
NCI/ADR-RES (ovario resistente) que cruza a linha de 50% do crescimento acima da
concentracdo 2,5 pg/mL, indicando uma concentracdo inibitoria de 50% do crescimento
inferior a este valor, conforme visto na tabela anterior, que este extrato obteve Glsy 2,14+0,18

pug/mL.

O extrato diclorometanico, apresentou as curvas de crescimento das linhagens
cruzando a linha estimada da Glsp proximas a concentracdo de 2,5 pg/mL, exceto a curva da
linhagem NCI/ADR-RES que toca esta linha praticamente sobre a marcacdo da concentracéo
de 0,25 pg/mL, lembrando seu valor de média Glsp, apresentado na tabela 5, que foi 0,24
ug/mL. E possivel visualizar a forte atividade deste extrato observando que as curvas tocam a
linha tracejada que indica 0%, ou seja, inibicdo total do crescimento, entre as concentragdes
intermediarias (2,5 e 25 ug/mL), onde a partir deste ponto, através dos valores negativos,
pode-se observar o seu efeito citocida, ocorrendo morte celular, sendo que na concentracédo de

25 pg/mL a amostra ocasionou 100% de morte celular para algumas linhagens.

Annona dioica mostrou-se como a espécie com maior potencial anticancer mais no
presente trabalho, especialmente frente as linhagens de cancer de mama e de ovério resistente
(MCF-7 e NCI/ADR-RES), onde o extrato diclorometanico apresentou os melhores resultados

em relagédo aos demais.

Estudo feito com amostras das folhas de Annona dioica demonstrou a potencial
atividade antiproliferativa do extrato metandlico bruto desta espécie, também evidenciando
resultados promissores com relacdo a atividade citotoxica frente as mesmas linhagens MCF-7
(Glsp 11,10 pg/mL) e NCI/ADR-RES (Glsp 1,95 ug/mL), atribuindo ndo s a esta potencial
atividade anticancer, mas tambem a outras propriedades avaliadas no mesmo estudo, a
presenca de flavonoides encontrados nos constituintes das folhas da planta, mostrando
claramente as propriedades medicinais da espécie (FORMAGIO et al., 2013a).

Em nosso estudo, porém, as amostras sdo provenientes da raiz, ndo podendo ser feitas

comparagOes com resultados dos constituintes foliares. De Mesquita et al., (2009), utilizando

52



também a raiz, como neste estudo, avaliaram o potencial anticancer de Annona crassiflora
através do ensaio do MTT. Os autores também encontraram acentuada atividade citotdxica do
extrato da madeira da raiz, com valores de ICsy variando de 6,0 pg/mL a 14,9 pg/mL, e do
extrato da casca da raiz (ICso 13,3 a 24,9 ug/mL), contra quatro linhagens tumorais testadas:
HCT-8 (c6lon), SF-295 (glioblastoma), HL-60 (leucemia) e MDA-MB-435 (melanoma).

O estudo das amostras das raizes de Annona dioica, mostrou a presenca de substancias
de duas classes: alcaloides e acetogeninas. As acetogeninas foram observadas em fracoes
resultantes do extrato diclorometénico (o mais ativo no presente estudo) e também nas fragdes

da fase acetato de etila, proveniente do extrato etanolico (NAZARO, 2013).

A crassiflorina, uma acetogenina isolada das sementes de A. crassiflora, apresentou
citotoxicidade in vitro, contra células tumorais A-549 (pulméo), HT-29 (célon), MCF-7
(mama), U-251 (glioma) e RPMI-7951 (melanoma), onde os autores destacam a espécie, que
ocorre em regides de cerrado, como potencial fonte de agentes antineoplasicos naturais
(SANTOS; BOAVENTURA; DE OLIVEIRA, 1994).

Acetogeninas extraidas de Annona squamosa foram também avaliadas contra
linhagens de células neoplasicas, apresentando atividade anticancer, onde quatro das
acetogeninas testadas exibiram seletividade para uma linhagem de tumor pancreatico humano
PACA-2 (HOPP et al., 1997).

As acetogeninas sdo uma das classes mais interessantes de produtos naturais que
apareceram nas ultimas duas décadas, constituindo uma série de produtos naturais isolados de
espécies de annonaceas que crescem em regides tropicais e subtropicais. Por apresentarem
excelentes atividades bioldgicas, estdo em crescente evidéncia, sobretudo como potencial
agente anticancer, demonstrando citotoxicidade seletiva para celulas tumorais (CHEN et al.,
2013; MCLAUGHLIN et al., 2008; VILLO et al., 2013).

Além do mais, acetogeninas sdo eficientes inibidores da NADH ubiquinona
oxidorredutase (complexo 1) do sistema de transporte de elétrons mitocondrial. A producdo de
ATP é suprimida pela inibicdo do complexo I, principalmente em células cancerosas que
possuem atividade metabdlica muito alta, iniciando assim, a atividade citotdxica antitumoral
(KOJIMA et al., 2013) . Um dos provaveis mecanismos de acdo da atividade antitumoral

encontrada em A. dioica poderia ser, portanto, este processo de inibi¢cdo do complexo I.

O estudo guiado das amostras das raizes de A. dioica, mostrou que as acetogeninas
foram observadas nas fragdes e fases mais ativas em testes de imersdo de teledginas do
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carrapato bovino (Rhipicephalus (Boophillus) microplus) e citotoxicidade em Artemia salina
conforme Nazaro (2013). Desta forma, podemos inferir que constituintes desta classe de
compostos podem apresentar-se como potenciais responsaveis pela forte atividade encontrada

para os extratos de Annona dioica no presente trabalho.

Além disso, quando observado o IS, todos os extratos apresentaram seletividade de
pelo menos duas ordens de grandeza para a linhagem neoplasica MCF-7 (mama), quando
comparado a linhagem de celulas normais de fibroblasto murino - NIH/3T3, sendo o extrato

hexanico o mais seletivo com 1S=13, observando-se esta linhagem.

O extrato etanodlico também apresentou seletividade de 4,5x para a linhagem de
melanoma humano (UACC-62) e os extratos hexanico e diclorometanico ainda apresentaram
significativa seletividade também para linhagem resistente a maultiplas drogas (NCI-
ADR/RES - ovério) com valores de 1S=16,9 e 19,1 respectivamente; lembrando que é
considerado significativo um valor de IS > 2,0 (HOUGHTON et al., 2007). Demonstrando
gue A. dioica apresenta grande potencial anticancer in vitro diante de diferentes linhagens

neoplasicas.

Annona dioica, portanto, a partir dos resultados obtidos, mostra-se como uma espécie
extremamente promissora na busca por novos quimioterapicos, apresentando importantes
resultados in vitro. Novos estudos que avaliem de forma mais aprofundada os constituintes
desta espécie, notadamente as acetogeninas, no tratamento contra o cancer e outras doencas
devem ser feitos. E vale lembrar ainda que no presente estudo foram avaliados apenas os
extratos desta espécie e que as fases e fragdes provenientes destes extratos ainda devem ser
avaliadas com relacdo a atividade anticancer e também investigacdes que esclarecam 0s
mecanismos de acdo responsaveis pela elevada citotoxicidade contra células neoplésicas de

diferentes origens aqui encontrada.
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5.3 Familia Apocynaceae

5.3.1 Macrosiphonia petraea

As amostras de M. petraea foram todas obtidas das raizes, consistindo de extrato
etanolico e fases provenientes da particdo do mesmo. Os resultados referentes aos valores de
média + desvio padrdo (X * sd) das Glsy de cada amostra-teste nas linhagens de células

neoplésicas estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 - Valores de Glsy (ug/mL) expressos em X + sd das amostras-teste da espécie
Macrosiphonia petraea (Apocynaceae) e do controle positivo Doxorrubicina nas linhagens
celulares.

ORIGEM AMOSTRA B16-F10 PC-3 786-0 HT-29 MCF-7  UACC-62 NCI/ADR-RES NIH/3T3
Extrato etanolico 596+3555 31,74+2.01 56,98+0,79 4930+439 5347+596 6895+098 229,02+583 174108
Fasehexanica - 250 250 250 3459+¢1,1

Raiz
Faseacetato deetilla - 21,39+ 4,58 3627+1,76 23,57+£2.90 3120£234 30,06¢15 27412068 236001
Fase ludrometandlica - 47174303 4768+027 77.66+529 5387+037 3128+1,0 239.02+694 150+0]1
Doxorrubicina 0,0194+0,008 0,24£0,005 007+001 030£007 0122004 029+0,06 299404 054102

* Glgo: concentracdo que inibe 50% do crescimento celular.

Na triagem em B16-F10 (melanoma murino) os valores de Glso mostram que o extrato
etanolico das raizes de M. petraea foi fortemente ativo nesta linhagem. Das trés fases obtidas,
a fase acetato de etila foi a mais ativa, apresentando moderada atividade antiproliferativa
(Glsp 21,59 a 36,27 pg/mL) - Figura 9.

O extrato etandlico frente as demais linhagens e a fase hidrometandlica apresentaram
de moderada a fraca atividade, com Glso proxima a concentra¢do de 250 pg/mL na linhagem
de células resistente a multiplas drogas - NCI/ADR-RES (adenocarcinoma de ovario). A fase
hexénica ndo apresentou atividade até a maior concentracdo testada em trés linhagens

tumorais, ndo sendo testada nas demais linhagens.
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Fase acetato de etila
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Figura 9 - Porcentagens de crescimento das linhagens de células neoplésicas expostas as
quatro concentragdes (0,25 - 2,5 - 25 e 250 ug/mL) da fase acetato de etila de Macrosiphonia
petraea (Apocynaceae).

As curvas de crescimento das linhagens cruzam a linha sélida estimando a inibi¢éo de
50% do crescimento celular proéximas a concentragdo de 25 pg/mL mostrando o efeito

citostatico para a fase acetato de etila.

A fase acetato de etila, onde a atividade se concentrou, mostrou ainda uma melhora da
atividade quando comparada ao extrato. Nota-se uma queda de 10 a 20x nos valores de Glso,
com excecdo da linhagem NCI/ADR-RES (onde ambas as amostras obtiveram valores
semelhantes), mostrando uma melhora do resultado a partir do fracionamento do extrato,
diferentemente do observado nas demais fases isoladas, o que indica que os constituintes
ativos responsaveis pela atividade anticancer de M. petraea, provavelmente, devem se

encontrar nesta fase.

Na investigacdo dos mesmos componentes da raiz de Macrosiphonia petraea, 0
extrato etanolico apresentou atividade genotdxica, provocando aumento no numero de
mutacdes, avaliada atraves do teste SMART (Somatic Mutation and Recombination Test). No
estudo foram identificadas duas substancias da classe dos pregnanos, que sdo compostos
dotados de atividades bioldgicas e que poderiam estar envolvidos na agdo detectada no

extrato, sendo que os pregnanos, assim como as lignanas, ainda ndo haviam sido isolados do
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género Macrosiphonia, embora representantes desta classe aparegcam caracterizados em
plantas de outros géneros da familia Apocynaceae (DE ASSIS JUNIOR; 2012).

O estudo fitoquimico das raizes de M. petraea proporcionou, a partir extrato etanolico,
a identificacdo de compostos da classe dos triterpenos, lignanas, um acido graxo hidroxilado
inédito na familia e dois pregnanos: neridienona A e cybisterol. Os pregnanos foram obtidos a
partir do fracionamento da fase acetato de etila (DE ASSIS JUNIOR; GARCEZ; GARCEZ,
2013) que de acordo com os nossos resultados foi a que apresentou melhor atividade

antiproliferativa das amostras obtidas de M. petraea.

O pregnano neridienona A é um composto que foi isolado inicialmente da espécie
Nerium odorum mostrando possuir vérias atividades bioldgicas (ABE; YAMAUCHI, 1976).
Neridienona A, também isolada de Nerium oleander, mostrou-se ativa quando avaliada em
testes bioldgicos, apresentando atividade anti-inflamatoria e citotdxica, in vitro, funcionado
como inibidor da inducdo da expressdo de ICAM-1, molécula de adesdo intercelular e
inibindo o crescimento celular de linhagens tumorais como HepG2 - figado, VA-13 - células
malignas induzidas por fibroblasto humano (WI-38 transformado) e A-549 - pulméo (BAI et
al., 2007).

Deste modo, podemos sugerir que 0s pregnanos observados nos constituintes da raiz
de M. petraea, notadamente neridienona A, podem ser os responsaveis pela atividade
citotoxica encontrada nesta espécie. Todavia, a avaliacdo da atividade anticancer de M.
petraea deve ser continuada, através do estudo das fracbes e substancias isoladas

especialmente da fase acetato de etila.
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5.4 Familia Asteraceae

5.4.1 Vernonia rubricaulis

As amostras de V. rubricaulis (extrato etandlico e fase diclorometanica) foram obtidas
a partir das folhas. Os resultados referentes aos valores de média * desvio padrdo (X + sd) das
Glso de cada amostra-teste nas linhagens de células neoplésicas estdo apresentados na Tabela
7.

Tabela 7 - Valores de Glsy (ng/mL) expressos em X + sd das amostras-teste da espécie
Vernonia rubricaulis (Asteraceae) e do controle positivo Doxorrubicina nas linhagens
celulares.

ORIGEM AMOSTRA B16-F10 PC-3 786-0 HT-29 MCF-7 UACC-62 NCI/ADR-RES NIH/3T3
Extrato etanolico 28410015 3465079 3,75+0,1 24399+£495 24902103 250 41,38£1,43  33,82t0,5

Folha
Fase diclorometanica ~ =-------—- 27394130 3640+1,08 5437+47 37924248 4861+41 5211+115 2552+02
Doxorrubicina 0,01940,008 0,24£0,005 0,074¢0,01 0304£0,07 0,12+0,04 0,29+ 0,06 299+0.4 0,54+0.2

* Glso: concentracdo que inibe 50% do crescimento celular.

Para as amostras das folhas de Vernonia rubricaulis os valores de Glsy nas linhagens
tumorais mostraram a forte atividade do extrato etandlico durante a triagem em B16-F10. A
fase diclorometanica, oriunda da particdo deste extrato, apresentou moderada atividade
antiproliferativa (Glso 27,39 a 54,37 pg/mL), demonstrando um aumento desta atividade em
relacdo ao extrato em quatro linhagens tumorais: préstata (PC-3), colon (HT-29), mama
(MCF-7) e melanoma (UACC-62), Figura 10 - B.

De maneira interessante, 0 extrato etandlico apresentou forte atividade frente a
linhagem neoplasica 786-0 (rim), com Glsp=3,75 pg/mL, mostrando que foi aproximadamente
10x mais ativo para esta linhagem do que a fase isolada, se comportando ao contrario do

observado para as demais linhagens, onde a fase foi mais ativa (Figura 10 - A).
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Extrato etanolico
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Figura 10 - Porcentagens de crescimento das linhagens de células neoplasicas expostas as

concentragdes (0,25 - 2,5 - 25 e 250 pg/mL) das amostras de Vernonia rubricaulis
(Asteraceae).

O gréfico representativo do extrato etanolico, mostra a atividade diferenciada para a
linhagem 786-0 apresentada na curva verde. Nas demais linhagens, as curvas tocam a linha
estimada da Glsp em torno da concentracdo de 25 pg/mL para PC-3 e NCI/ADR-RES e
proximas a 250 pg/mL para MCF-7 e HT-29, indicando a atividade moderada a fraca deste
extrato nestas linhagens.
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No gréfico referente a fase diclorometénica, as curvas de crescimento das linhagens
aparecem juntas, demonstrando a moderada atividade antiproliferativa da fase
diclorometanica, onde para todas as linhagens as curvas cruzam a estimativa de Glsy mais

préximas a concentracao de 25 pg/mL.

Jaki et al., (2008) argumentam a relacdo do nivel de pureza de uma amostra com a
atividade apresentada nas pesquisas de produtos naturais. Na avalia¢do da atividade bioldgica
do triterpeno &cido ursélico contra duas cepas de Mycobacterium tuberculosis, observou-se
que o aumento do grau de pureza do composto poderia anular a atividade antibacteriana.
Segundo os autores, esta atividade pode estar relacionada a um efeito sinérgico do acido
ursélico e alguma de suas impurezas comuns removidas no fracionamento, promovendo um

efeito antimicrobiano seletivo.

Deste modo, podemos supor, que talvez algum constituinte do extrato etandlico de V.
rubricaulis possa atuar em sinergia, sendo responsavel pela seletividade para as células
tumorais de rim (786-0). A partir do processo de particdo, estes constituintes podem ter se
separado, entdo a atividade especifica para esta linhagem celular foi perdida, ao menos na fase
diclorometanica, mantendo-se apenas a atividade moderada desta fase (Gls0=36,40 pg/mL),

como observado nas demais linhagens

A atividade citotoxica da fase diclorometéanica ja foi relatada na literatura em Vernonia
scorpioides. No estudo das folhas e flores desta espécie, a fase diclorometanica obtida da
particdo do extrato hidroalcodlico, resultou no isolamento e caracterizagdo de um
poliacetileno, que avaliado pelo ensaio do MTT, apresentou citotoxicidade para duas
linhagens tumorais B16-F10 (melanoma murino) e Hela (adenocarcinoma cervical humano) e
ainda efeito genotoxico, onde os autores inferiram que a morte celular deve ter ocorrido via
apoptose (BUSKUHL et al., 2009).

Pagno et al., (2006) também ja haviam avaliado o potencial biolégico da fase
diclorometénica particionada do extrato etanolico das folhas de V. scorpioides, do mesmo
modo que no presente estudo (com V. rubricaulis). A atividade antitumoral foi avaliada in
vivo, mostrando expressiva inibicdo do crescimento tumoral e ainda atividade inflamatdria,
aumentando o influxo de neutrofilos para cavidade peritoneal dos animais tratados sugerindo

seu forte potencial antineoplasico.

Além da fase, o extrato diclorometanico também € citado na literatura por sua

atividade anticancer. Vernonia guineensis usada popularmente em Camardes para tratamento
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do céncer de prostata foi avaliada através dos extratos: aquoso, diclorometanico e metandlico
dos tubérculos da plantas. O extrato diclorometénico foi 0 mais potente e levou ao isolamento
do composto pentaisovaleril sucrose, que demonstrou atividade antiproliferativa em duas
linhagens de células tumorais de prostata humana PC-3 e DU-145 e ainda atividade
antiangiogénica (TOYANG et al., 2012).

Em continuacdo do estudo de V. guineensis, o extrato diclorometano dos tubérculos,
avaliado in vivo mostrou significativa diminuicdo do tamanho tumoral apods injecéo
subcutanea de células tumorais de prostata (PC-3) em camundongos nude, quando comparado
com o controle. E ainda em teste de citotoxicidade com o composto isolado pentaisovaleril
sucrose, apresentou atividade in vitro em linhagens neoplasicas de prdstata, mama, colon,

leucemia, pulmao, melanoma e ovario (TOYANG et al., 2013).

Compostos isolados obtidos a partir do fracionamento do extrato diclorometanico das
folhas da espeice V. scorpioides, também demonstraram a atividade anticancer em células de
melanoma murino B16-F10, in vitro e in vivo, sugerindo a apoptose como causa principal da

ocorréncia de morte celular (KLEIN et al., 2013).

Nossos resultados apresentam a melhor atividade antiproliferativa da fase
diclorometéanica para a linhagem neoplésica PC-3. No estudo continuado de Toyang et al.,
(2012 e 2013), o extrato diclorometanico levou ao isolamento de um composto que assim
como o extrato foi ativo frente a esta linhagem. Assim em continuidade deste estudo torna-se
necessaria a avaliacdo ndo somente dos compostos da fase diclorometanica, mas também do
extrato diclorometanico de V. rubricaulis que é uma espécie com atividade biolégica ainda
desconhecida e pouco relatada na literatura.

Deve-se observar também que o extrato etanolico demonstrou seletividade para a
linhagem 786-0, de adenocarcinoma de rim humano, quando comparada com as demais
linhagens, com forte atividade marcada. Além disso, apresentou importante valor de IS, sendo
9x mais seletivo para esta linhagem quando comparada com a linhagem nédo tumoral -
NIH/3T3, de fibroblasto murino, o que ressalta ainda mais a atividade anticancer do extrato
observada.

De acordo a literatura, o género Vernonia apresenta grande potencial medicinal,
sobretudo anticancer, porém, ainda existe grande necessidade de novos estudos que
esclarecam mais a respeito de substancias isoladas do género e suas respectivas atividades
bioldgicas.
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Vernonia rubricaulis, avaliada neste estudo, é uma das espécies que ainda foi pouco
investigada, sendo sua atividade bioldgica pouco conhecida. H& apenas alguns estudos que
relatam sua toxicidade em animais que se alimentam da espécie, sendo apontada como

causadora de intoxicacdo de gados em Mato Grosso do Sul (BRUM et al., 2002)

Diante da atividade antiproliferativa desta espécie observada no presente estudo, ha
um amplo espectro de possibilidade de novos testes, motivando a continuidade dos estudos
para avaliacdo do seu potencial bioldgico, tendo em vista o potencial especialmente citotoxico

ja relatado no género.

Deve-se ressaltar ndo s6 a importancia de novos estudos que avaliem de forma mais
aprofundada os constituintes de todas as espécies aqui avaliadas como promissoras no
desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento do cancer, mas também os
mecanismos de atuacdo dos mesmos, bem como investigar as demais potenciais atividades

bioldgicas dos compostos que ainda séo carentes de relatos na literatura.
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5.5 Familia Erythroxylaceae e Familia Sapindaceae

Os extratos bruto da casca do caule das espécies Erythroxylum anguifugum,
Erythroxylum daphnites (Erythroxylaceae), bem com o extrato etandlico das folhas de
Diplokeleba floribunda (Sapindaceae) ndo apresentaram atividade até a maior concentracdo
testada na triagem em células B16-F10, este resultado foi confirmado em pelo menos duas

outras linhagens neoplésicas, ndo sendo testados novamente (Tabela 8).

Tabela 8 - Valores de Gls, (ug/mL) expressos em X + sd dos extratos das espécies
Erythroxylum anguifugum, Erythroxylum daphnites (Erythroxylaceae) e Diplokeleba
floribunda (Sapindaceae), alem do controle positivo Doxorrubicina nas linhagens celulares.

ORIGEM FAMILIA ESPECIE AMOSTRA B16-F10 PC-3 786-0 NIH/3T3

Erythroxylim anguifugum Extrato bruto =250 =250 =250 250

Cascado

Erythroxylaceae
caule - -

Erythroxylum daphnites  Extrato bruto 2250 250 250 225,27+£0.5
Folhas Sapindaceae Diplokelebafloribunda  Extrato etanolico =250 =250 =250 250
Doxorrubicina 0,0194+£0,008 0,24+ 0,005 0,07+0,01 0,54+0,2

Das trés espécies citadas acima apenas um estudo da atividade bioldgica do extrato
bruto de E. daphnites, foi encontrado, tendo resultados ndo significativos para atividade
antibacteriana (Silva, 2013). Para estas espécies sdo mais comuns estudos botanicos
(GONZALEZ-GARCIA et al., 2005 GUARIM NETO; SANTANA,; SILVA, 2000).
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6. CONCLUSAO

A partir de seis familias botanicas, as oito espécies vegetais avaliadas no presente
trabalho (Mezilaurus crassiramea, Aniba heringerii, Annona dioica, Macrosiphonia petraea,
Vernonia rubricaulis, Erythroxylum anguifugum, Erythroxylum daphnites e Diplokeleba
floribunda) originaram um total de 31 amostras, que foram testadas frente a seis linhagens de

células tumorais, onde a maioria apresentou potencial anticancer.

Mezilaurus crassiramea apresentou moderada atividade para a fase diclorometanica
dos frutos e das folhas. Os melhores resultados foram obtidos para a y-lactona 3, que foi ativa
em todas das linhagens tumorais testadas (PC-3, HT-29, MCF-7 e UACC-62).

Das amostras de Aniba heringerii, 0 composto espatulenol apresentou atividade
moderada frente a todas as linhagens testadas. O 06leo essencial do caule, apesar da moderada
atividade antiproliferativa, quando comparado a linhagem de células normais (NIH/3T3),
mostrou seletividade para as linhagens nas quais foi ativo (786-0, MCF-7 e UACC-62).

Annona dioica demonstrou grande potencial antitumoral in vitro. Os extratos obtidos
das raizes apresentaram forte atividade antiproliferativa para linhagem de cancer de mama
(MCF-7), com destaque para o extrato dicloromentanico que foi 10x mais ativo do que o
controle positivo (Doxorrubicina) na linhagem neoplésica resistente a maultiplas drogas
(NCI/ADR-RES - ovario), além de apresentar seletividade para esta linhagem em relacdo a

linhagem de células normais (NIH/3T3).

A partir do extrato etandlico das raizes, Macrosiphonia petraea apresentou atividade
moderada para fase acetato de etila, frente a todas as linhagens avaliadas. As demais amostras

apresentaram de moderada a fraca atividade antiproliferativa.

Para Vernonia rubricaulis, a fase diclorometéanica foi ativa frente a todas as linhagens
tumorais avaliadas, apresentando moderada atividade antiproliferativa, com menor valor de
Glso para a linhagem PC-3 (prostata). Destacou-se também a citotoxicidade do extrato
etanolico das folhas para a linhagem 786-0 (adenocarcinoma de rim), que ainda apresentou

seletividade para a mesma.

As espécies Erythroxylum anguifugum, Erythroxylum daphnites e Diplokeleba

floribunda ndo apresentaram atividade até a maior concentracédo testada.
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