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Resumo:

Limonium brasiliense (Boiss.) Kuntze, Plumbaginaceae, € uma espécie
vegetal conhecida popularmente como “baicuru, guaicuru ou guaicurd” e,
utiizada na medicina popular para regularizar os periodos menstruais.
Estudos cientificos comprovaram que extratos, fracdes, subfracdes e/ou
compostos isolados dos rizomas de L. brasiliense, apresentam atividade
antioxidante, antibacteriana, imunomoduladora e antineoplasica para
leucemia. Este trabalho objetivou avaliar in vitro a atividade antiproliferativa
dos compostos isolados da fragcado semipurificada do rizoma de L. brasiliense
em linhagem celular de cancer de préstata (PC-3). Para isso, o método de
determinacdo de viabilidade celular (MTT) foi utilizado. Os resultados
demonstraram que as substancias epigalocatequina-3-O-galato e
samarangenina B apresentaram citotoxicidade frente a linhagem neoplasica
PC-3, destacando-se a samarangenina B que obteve melhor capacidade
antiproliferativa (ICsp= 62,80+1,399[2,23%] uM/mL).

Introducao

A espécie vegetal Limonium brasiliense (Boiss.) Kuntze, Plumbaginaceae é
conhecida popularmente por “baicuru, guaicuru ou guaicurd”. E a Unica
espécie nativa do Brasil, do género Limonium, e é encontrada em estados
da regido sul e sudeste do pais.

Os rizomas de L. brasiliense sdo utilizados na medicina popular por sua
acao antimicrobiana, para regularizar os periodos menstruais, por ter acao
anti-inflamatoria, para tratar inflamag6es do Utero e ovario, dismenorreia e
corrimentos, e por sua atividade antioxidante. Antonelli-Ushirobira et al.
(2015) comprovaram que o extrato bruto dos rizomas de L. brasiliense
apresentou baixa ou nenhuma toxicidade in vivo, conferindo-lhes um
possivel potencial de utilizagdo como um novo fitoterapico. Blainski et al.
(2017) avaliaram a atividade antibacteriana in vitro de extratos de L.
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brasiliense, obtendo bons resultados contra bactérias Gram-positivas
resistentes. Cordeiro (2017) evidenciou que o extrato, fracdes, subfracdes e
a substancia isolada Samarangenina A de L. brasiliense apresentaram
atividade imunomoduladora, bacteriostéatica e antineoplasica para leucemia.
Este trabalho empregou o método de reducgéo do 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-
difenil brometo de tetrazolina (MTT) para avaliacdo da atividade
antiproliferativa da linhagem celular de cancer de préstata (PC-3), tratada
com epigalocatequina-3-O-galato e samarangenina B, substancias isoladas
do rizoma de L. brasiliense.

Materiais e métodos
Cultura de células

Para a realizacdo dos experimentos foi utilizada a linhagem epitelial
neoplasica humana de préstata, PC-3 (ATCC CRL-1435), cultivada em
garrafas de cultivo celular de 75 cm? em 10 mL de meio de cultura RPMI-
1640 (Roswell Park Memorial Institute, Gibco®), contendo L-glutamina e
vermelho fenol, suplementado com 2,0 g/L de bicarbonato de sdédio
(NaHCO3, Synth®) e 10% (v/v) de soro bovino fetal (SBF) (Gibco®). A
linhagem foi mantida em 1% (v/v) de solugdo antibidtico-antimicotico
(Gibco®), contendo 10.000 U/mL de penicilina, 10.000 pg/mL de
estreptomicina e 25 pyg/mL de anfoterecina B, sob condi¢cdes de incubacéo
de 37,0 °C em atmosfera imida com 5,0% de CO..

Atividade metabdlica e viabilidade celular

A viabilidade celular foi determinada pelo método MTT com modificacbes
(MOSMANN, 1983). O método de MTT, baseia-se na reducdo dos sais
amarelos de tetrazdlio (MTT) por redutases mitocondriais de células
metabolicamente ativas, dando origem, intracelularmente, a cristais azuis
(Formazan). A reducao do MTT ocorre por meio de uma reagcdo enzimatica
dependente de NADH, realizada principalmente pela enzima succinato
desidrogenase. Para a realizacdo do método, as células foram tripsinizadas
(0,25% Tripsina-0,1%EDTA), ressuspensas em meio de cultura contendo
10% de SBF e auséncia de antibidtico. Foram utilizadas células em fase
exponencial de crescimento e com viabilidade =90%, determinada pela
técnica de azul de Trypan, em camara de Neubauer. Em seguida, 100 uL da
concentracdo celular (2,5x10° células/mL) foram transferidos para placa de
cultura de 96 pogos, e mantidas por 24 h a 37,0 °C em 5,0% de CO; e
umidade.

Decorrido o tempo de estabilizagdo, o meio de cultura foi substituido e a
monocamada celular foi tratada com 200 pL de cada composto em
diferentes concentracdes (250, 125, 62,5, 31,25, 15,62, 7,81, 3,90, 1,95 e
0,98 uM), diluidos em meio desprovido de SBF e antibidtico. As placas foram
incubadas por 48 h a 37,0 °C em 5,0% de CO, e umidade. Ao término do
tempo de tratamento, o sobrenadante foi removido e foram adicionados 200
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uL de MTT (0,5 mg/mL). ApGs 4 h, o sobrenadante foi removido e os cristais
de Formazan foram solubilizados com 100 uL de dimetilsulfoxido (DMSO). A

absorvancia foi mensurada em espectrofotometro (EPOCH 2) a 570 nm. A
porcentagem de destruicao celular foi calculada de acordo com a equacao:

(%) de destruicdo celular = 1- (ABStratamento/ ABScn ) X100

Onde: ABStraamento € @ absorvancia do tratamento e ABScy € a absorvancia
do controle negativo. Os valores do controle negativo foram considerados
como 100% de viabilidade celular. Os experimentos foram realizados em
trés dias distintos e em replicatas técnicas de cada condicdo. Com o0s
resultados, foi possivel determinar as concentracfes necessarias para inibir
50% (Clsp) € 90% (Clgo) da proliferagéo celular.

Resultados e Discussao

As substancias isoladas de L. brasiliense, epigalocatequina-3-O-galato e
samarangenina B, foram avaliadas quanto a citotoxicidade em linhagem
humana de cancer de préstata (PC3), e os valores de Clsg e Clgg foram
determinados (Tabela 1).

Tabela 1. Citotoxicidade das substancias isoladas de Limonium brasiliense

Substan cia Clsg (PC-3) Clgo (PC-3)
Isolada (UM/mL)=DP[CV%] (UM/mL)=DP[CV%]
Epigalocatequina-3-O-  117,90+5,459[4,63%] >250
galato
Samarangenina B 62,80+1,3999[2,23] >250

Clso: concentrag@o necessaria para inibir 50% da proliferacéo celular; Clgo: concentracéo necessaria para inibir 90%
da proliferacao celular; CV: coeficiente de varia¢édo; DP: desvio padréo.

Conforme a tabela acima, podem ser consideradas boas as atividades
citotoOxicas apresentadas pelas substdncias samarangenina B e
epigalocatequina-3-O-galato para a linhagem PC3. Destacando-se a
samarangenina B, substancia que obteve melhor capacidade
antiproliferativa, ou seja, menor valor de ICsy (ICs0= 62,80+1,3999[2,23]
MM/mL).

A possivel atividade antiproliferativa observada nos compostos isolados de
L. brasiliense frente a linhagem PC3, pode ser justificada pelas atividades
promissoras ja constatadas em outros trabalhos para outras espécies de
Limonium. Além disso, as substancias isoladas epigalocatequina-3-O-galato
e samarangenina B apresentam atividade antioxidante ja comprovada na
literatura. Substancias que agem como antioxidantes tém a capacidade de
controlar a formacédo de radicais livres, compostos relacionados com o
surgimento do céancer. Assim, a possivel acdo das substancias
samarangenina B e epigalocatequina-3-O-galato em promover diminui¢do no
crescimento e/ou morte celular pode estar relacionada com esta capacidade
antioxidante.
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De acordo com as andlises realizadas, pode-se confirmar que as substancias
isoladas de L. brasiliense, epigalocatequina-3-O-galato e samarangenina B
apresentaram atividade citotoxica frente a linhagem neoplasica PC-3, com
destaque para a samarangenina B, substancia que apresentou melhor
atividade antiproliferativa. Dessa forma, estudos complementares devem ser
realizados, permitindo uma melhor compreenséo da seletividade e do possivel
mecanismo de acédo dessa substancia no ciclo celular da linhagem tumoral
avaliada.

Conclusoes
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