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A terra ¢ a mde e a tumba da natureza, ministra a morte, e assim, se presta a cura.
Filhos de varias espécies, no seu seio a mamar encontraram, sem receio; uns, por varias
virtudes, excelentes; cada um com a sua, todos diferentes. Oh! ¢ admirdvel a potente graca
que hé nas ervas, na flor, na pedra crassa, pois ndo hé nada existente na terra que seja tao vil,
que nao retire dela qualquer beneficio, como ndo hd nada de bom que desviado da finalidade
ndo se volte contra a sua propria natureza; a propria virtude se transforma em vicio quando

desvirtuada, e o vicio, as vezes, pela agao ¢ dignificado.

William Shakespeare
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RESUMO

O cancer ¢ uma das principais patologias que atinge o ser humano. Nas ultimas
décadas as descobertas de maior impacto nesta area tiveram origem na investigacdo de
compostos de origem natural que forneceram um numero significativo de substincias que
chegaram a etapa de ensaio clinico. Este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade
antiproliferativa de duas benzofenonas (carifenona A e carifenona B) isoladas de Hypericum
carinatum Griseb., planta nativa do sul do Brasil cujo do extrato hexanico demonstrou ser
citotoxico para as linhagens de cancer colorretal, HT-29; pulmao, H-460 e glioblastoma, U-
373, sendo relatada atividade antitumoral para esta classe de compostos. O isolamento das
carifenonas foi realizado a partir de extratos obtidos por fluido supercritico (2,5 g) submetidos
a coluna cromatografica eluida com hexano /acetato de etila em concentragdes crescentes de
polaridade e purificados em placa de silica gel G60,s4 tendo seu perfil cromatografico obtido
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia. Placas de 96 pocos contendo células e meio de
cultura foram tratadas com diferentes concentragdes da carifenona A e B ressuspendidas em
dimetil sulféoxido (DMSO) e com a associacdo destes compostos ao quimioterapico
irinotecano para verificagdo de possivel efeito sinérgico. Apods o periodo de 48h foi analisada
a viabilidade celular pelo método de (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de
tetrazolina (MTT). As leituras foram realizadas em espectrofotometro (Spectra MAX 190)
utilizando-se 50uL de DMSO como solvente, no comprimento de onda de 492nm. A
significancia estatistica dos resultados foi determinada por andlise de varidncia One-Way
(ANOVA), seguida pelo teste de Tukey, utilizando o software para célculos estatisticos SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences) 12.0®. Valores de P < 0,05 foram considerados
estatisticamente significantes. Os resultados demonstraram que as carifenonas diminuem a
viabilidade em trés das quatro linhagens testadas, na dose de 100pug/mL e possuem um
interessante efeito na linhagem celular HT- 29, quando combinados com o quimioterapico

irinotecano.

Palavras-chave: Hypericum carinatum, isolamento, carifenonas, atividade antiproliferativa,

associacdo com irinotecano.
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INTRODUCAO

1.1 Produtos naturais como fontes de novos farmacos

A natureza ¢ uma fonte muito atrativa na busca por novos farmacos devido a sua vasta
diversidade quimica, encontrada em milhdes de espécies de plantas, animais, organismos
marinhos (Patel et al., 2010).

Desde a antiguidade as plantas t€ém fornecido uma série de compostos candidatos a
utilizacao terapéutica. O primeiro registro escrito do uso de plantas medicinais ¢ datado de
2600 a.C. por povos sumerianos e akadianos (Samuelsson, 1999), foi relatado no “Ebers
Papyrus” o mais antigo registro farmacéutico conhecido (1500 a.C.), no qual egipcios
documentaram mais de 700 drogas utilizadas na €poca e na Matéria Médica chinesa de 1100
a.C. que descreveu o uso de mais de 600 plantas medicinais (Farnsworth et al., 1985; Cragg e
Newman, 2005).

Independentemente da existéncia de uma grande quantidade de drogas sintéticas, as
plantas permanecem no século XXI parte integrante nos cuidados de saude em diferentes
paises, especialmente aqueles em desenvolvimento (Newman et al., 2003 e Calixto, 2005).

O desenvolvimento de farmacos com base em compostos naturais quando comparada
com a triagem de compostos racionalmente projetados fornece uma maior diversidade de
compostos quimicos com estruturas privilegiadas, selecionadas por mecanismos evolutivos
durante um periodo de milhdes de anos (Harvey, 1999).

As estratégias de desenvolvimento de farmacos com base em compostos naturais
apresentam uma série de obstaculos, como por exemplo, problemas de aquisi¢do devido a
inacessibilidade dos locais de coleta ou identificagdo do material vegetal, dificuldades com o
1solamento e producgdo dos ativos farmacologicos, além de sérios conflitos juridicos sobre a
propriedade intelectual (Mans et al., 2000). Mesmo assim, a triagem de produtos naturais
parece ser mais provavel no fornecimento de compostos de sucesso.

Os paises latino-americanos possuem grande parte da biodiversidade do mundo, sendo
cerca de 22% de todas as plantas e microorganismos existentes encontrados no Brasil. Apesar
da grande riqueza em recursos naturais, esta ndo ¢ usufruida corretamente, em beneficio do
proprio desenvolvimento, ao contrario, em funcdo da exploragdo descontrolada, a maioria das
areas de relevante biodiversidade estdo sendo reduzidas ano apds ano e importantes espécies

de animais e de plantas estdo desaparecendo (Calixto, 2005).



Atualmente, o comércio de medicamentos fitoterapicos no Brasil movimenta cerca de
260 milhdes de dolares ao ano. No entanto, poucas plantas foram cientificamente estudadas
para a avaliag¢do da sua qualidade, seguranga e eficacia (Calixto, 2005).

A maioria das plantas produz um vasto nimero de metabodlitos secundarios
sintetizados por vias complexas que sdo reguladas de maneiras altamente sofisticadas (Yazaki
et al., 2004) contribuindo na interagdo destas com o ecossistema. Esses metabolitos tém sido
descritos como antibioticos, antifingicos, antivirais, capazes de proteger as plantas contra
patogenos (fitoalexinas), como agentes anti-germinativos ou tdxicos para outras plantas
(alelopatia) e como compostos que absorvem a radiacdo UV, evitando sérios danos as folhas
(Li et al., 1993), além de possuirem outras importantes atividades farmacologicas.

As plantas, através de programas de rastreamento bioguiado ou pela busca ao acaso a
partir da observagdo, descricdo e investigacdo experimental de drogas utilizadas
tradicionalmente e de suas atividades biologicas, possuem uma posicdo importante na
descoberta de novos farmacos (Rivier e Bruhn, 1979). A incorporacdo de novos antitumorais
a terapéutica tem sido apontada como argumento demonstrativo dessa potencialidade e, de
fato, nas ultimas décadas, as descobertas de maior impacto nessa area tiveram origem na
investigagdo de produtos de origem vegetal que forneceram um nimero significativo de
substancias ativas que chegaram a fase de ensaios clinicos (Gragg et al., 1997, Patel et al.,
2010).

Segundo Fabricant e Farnsworth (2001) pode-se utilizar plantas como fonte de agentes
terapéuticos pelo isolamento de compostos para o uso direto como medicamento como a
digoxina, morfina, reserpina, taxol, vimblastina, vincristina; pela producdo de compostos
bioativos a partir de estruturas novas ou conhecidas, através da semi-sintese, de forma a
aumentar a atividade e ou diminuir a toxicidade como a metformina, nabilona e verapamil; e
pela utilizacao da planta inteira ou parte desta como um fitoterapico, como o tanaceto, ginkgo
biloba, erva de sdo jodo e saw palmetto.

A tendéncia terapéutica, desde a metade do século XIX, tem sido a utilizagdo de
substancias isoladas em substituicdo aos extratos vegetais que apresentam alguma propriedade
terapéutica comprovada e tenham seus constituintes ativos identificados. Tal posicionamento
leva em consideragdo vantagens como o da constancia de composi¢do, auséncia de qualquer
outra substancia ativa, além daquela determinante da atividade e maior facilidade para o
controle da qualidade, em relagdo aos produtos de composicdo complexa e ndo conhecida

completamente (Simoes, 1999).
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1.2 Dados sobre o cancer

O cancer ¢ uma das principais causas de morte no mundo, em 2007 segundo o Instituto
Nacional de Cancer (INCA) correspondeu a 7,9 milhdes de mortes (cerca de 13% das mortes)
e ¢ projetado que este nimero continue crescendo com uma estimativa de 12 milhdes de
mortes em 2030.

No Brasil, desde 2003, as neoplasias malignas constituem a segunda causa de morte na
populagdo, representando quase 17% dos oObitos de causa conhecida, notificados em 2007 no
sistema de informagdes sobre mortalidade.

Entre os pacientes com cancer no Brasil, o uso da medicina complementar e
alternativa, representadas principalmente por plantas, variam entre 30-75%, isto, por sua vez,
faz com cres¢a o interesse na busca de possiveis agentes anticancerigenos da flora de
diferentes paises (INCA, 2009 ).

Existem vdarios compostos derivados de plantas que sdo utilizados como agentes
antineopldsicos como a vimblastina, vincristina, etoposideo, teniposideo, taxol, taxotere,
topotecano e irinotecano e navelbine (Wang et al., 1997).

A vimblastina e vincristina, dois alcaldides naturais, sdo as mais importantes drogas
utilizadas no tratamento de linfomas e leucemias, respectivamente, isolados de Catharanthus
roseus (Barnett, 1978).

O etoposideo e teniposideo sdo derivados semi-sintéticos de epipodofilotoxina e sdo
usados no tratamento de linfomas e em cancer bronquico e testicular (Cragg e Newman, 2005;
Harvey, 1999).

A descoberta do placlitaxel (Taxol®), retirado da casca do Taxus brevifolia Nutt.
(Taxaceae), significantemente ativo contra cancer de ovario, cancer de mama avancado ¢
outra evidéncia de sucesso no descobrimento de novas drogas a partir de produtos naturais
(Rowinsky et al., 1992), sendo que seu andlogo semi-sintético, taxotere, também apresenta
atividade (Ringel e Horwitz, 1991).

O alcaldide natural camptotecina obtido da arvore chinesa Camptotheca acuminate é
um exemplo de composto que tem sofrido modificagdes estruturais no desenvolvimento de
agentes quimioterapicos de maior uso (Wall et al., 1976), como os semi-sintéticos irinotecano
e topotecano que foram aprovados no tratamento de cancer de colorretal avancado e na
segunda linha de tratamento em carcinomas ovarianos, respectivamente. Esses agentes
também s3o ativos contra varios outros tumores como o carcinoma de pulmao, cérvix e ovario

(Bertino, 1997; Creemers et al., 1996).
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O conceito de combinacdo de quimioterdpicos estd sendo redefinido como um novo
tratamento disponivel e uma alternativa em muitos canceres que desenvolvem resisténcia. O
uso de multiplos farmacos com diferentes mecanismos de acdo, agindo em diferentes etapas
de uma mesma via, levam a maior porcentagem de morte celular e dificultam as células se
tornarem resistentes. Mesmo que a probabilidade de desenvolvimento de uma mutagdo de
resisténcia a um farmaco seja relativamente alta, o aparecimento simultaneo de mutagdes
contra varios farmacos diferentes ¢ menos provavel. Outro beneficio da associacdo de
quimioterdpicos ¢ poder reduzir os efeitos adversos utilizando doses mais baixas e alcangar
um aumento global da morte celular (Golan, 2007).

No final da Ultima década, a disponibilidade de novos farmacos levou ao
desenvolvimento de combinacdes que deram um substancial aumento na percentagem de
resposta em alguns tipos de tumores até recentemente considerados intrataveis. Estes incluem
malignidades comuns, como cancer de pulmao, cancer de célon avangado (Giaccone, 1995;
Van Moorsel et al., 1997a; Peters e Kohne, 1999) e a leucemia linfoblastica aguda (LLA) em
criancas, onde combinacdes de quimioterapicos sdo curativas, com sobrevivéncia acima de
80%, embora cada agente possua uma pequena atividade individual (Pui e Evans, 1999).

Porém, apesar de todo avango nesta area, necessita-se de agentes antineopldsicos mais
efetivos, uma vez que os tumores mais comuns em adultos sdo resistentes aos agentes
neoplasicos disponiveis, sendo a maioria com a¢do limitada a tumores ndo-sélidos e com um

pequeno impacto na sobrevida dos pacientes (Yarbro e Chabner, 1992).

1.2.1 Cancer de co6lon e reto (CCR)

O carcinoma colorretal ¢ um dos tumores malignos mais comuns nos paises
ocidentais. Cerca de 9,4% (um milhdo) de todos os casos de cancer sdo de colon e reto (
INCA, 2010).

A maioria dos tumores colorretais, 95%, sdo adenocarcinomas, tumores malignos
originados das células epiteliais ductais ou glandulares, com multiplos graus de diferenciagao,
podendo ser classificados em bem diferenciados, moderadamente diferenciados e pouco
diferenciados (Guimardes e Rosa, 2008). Eles representam um grande desafio, uma vez que
grande parte desses tumores se inicia a partir de polipos, lesdes benignas que podem crescer
na parede interna do intestino, denominados adenomas.

Os polipos adenomatosos sdo classificados em trés subtipos, com base na arquitetura
epitelial, adenomas tubulares, vilosos e tibulo-vilosos e causam sintomas relativamente

precoces, como anemia € sangramento oculto nas fezes, estdgio em que geralmente sdo
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curdveis pela retirada cirurgica, porém se ndo tratados desenvolvem para carcinoma colorretal
(Robbins e Cotran, 2005), embora algumas lesdes displasicas possam degenerar em direcdo a
malignidade sem passar por um estagio polipdide.

O carcinoma colorretal tem distribui¢cdo mundial, com taxas de Obitos mais altas nos
Estado Unidos, Australia e Nova Zelandia e paises do Leste Europeu. Sua incidéncia ¢
consideravelmente menor, até 10 vezes, no México, na América do Sul e na Africa. Fatores
ambientais, particularmente habitos alimentares, estdo relacionados com tais contrastes
geograficos de incidéncia (Robbins e Cotran, 2005).

O numero de casos novos estimado para o Brasil no ano de 2010 ¢ de 13.310 em
homens e de 14.800 em mulheres. Estes valores correspondem a um risco estimado de 14
casos novos a cada 100 mil homens e 15 para cada 100 mil mulheres com incidéncia estimada
entre os 60 e 79 anos de idade, sendo que menos de 20% dos casos ocorrem antes dos 50 anos
(Guimaraes, 20006).

O tratamento deste tipo de cancer depende do tamanho, extensdo, localizacdo e
condigdes gerais do paciente. Todos os tumores colorretais propagam-se por extensdo direta
para as estruturas adjacentes, para linfonodos e vasos sanguineos, por meio de metastases. Em
ordem crescente comuns de disseminagdo metastatica estdo os linfonodos regionais, figado,
pulmdes e ossos, seguido de varios outros locais. Em geral, quando detectada, a doenga ja se
disseminou além da faixa cirargica curativa em 20 a 30% dos pacientes (Robbins e Cotran,
2005).

As diferentes formas de tratamento, cirurgia, radioterapia e quimioterapia, podem ser
empregadas de maneira combinada ou isolada.

O uso de quimioterapicos € mais recentemente a terapia molecular alvo-dirigida, que
tem avang¢ando na compreensdo dos mecanismos que levam um tecido normal a sofrer
malignizacdo, entendendo suas caracteristicas moleculares e expressoes fenotipicas, devem
ser considerados os responsaveis pela melhora da sobrevida mediana, de menos de um ano
para mais de 24 meses, no caso de doencga metastatica. O 5-fluoracil € o quimioterapico mais
antigo e utilizado, muitas vezes em associacdo ao leucovorin, embora também sejam bastante
utilizados, o irinotecano, oxaliplatina, capecitabina, bevacizumabe e cetuximabe (Guimaraes,

2006; Waldner e Neurath, 2010).

1.2.2 Cancer de ovario
O cancer de ovario é o tumor ginecologico mais dificil de ser diagnosticado ¢ o de

menor chance de cura. Cerca de 75% dos canceres nesse 0rgdo apresentam-se em estagio
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avancado no momento do diagndstico. A maioria dos tumores de ovario sdo carcinomas
epiteliais (cancer que se inicia nas células da superficie do 6rgdo), o mais comum, ou tumor
maligno de células germinativas (que dao origem aos espermatozoides € aos ovocitos).

Na fase inicial, o cAncer de ovério ndo causa sintomas especificos. A medida que o
tumor cresce, pode causar pressdo, dor ou inchago no abddémen, pelve, costas ou pernas;
nausea, indigestdo, gases, prisdo de ventre ou diarréia e cansago constante. A maioria desses
sintomas nao significa que a mulher tem tumor de ovario, mas serve de alerta para que ela
procure um médico (dados INCA, 2010).

Mais de 80% dos tumores epiteliais malignos de ovario sdo encontrados em mulheres
pdés-menopausa, sendo relativamente incomum antes dos 50 anos (Guimaraes, 2006).

Os mais ativos quimioterapicos conhecidos para tratamento de tumores de ovéario de
origem epitelial sdo os derivados da platina, como por exemplo a cisplatina, carboplatina e a
oxaliplatina, isolados ou em combinacdo com outras drogas, como a ciclofosfamida,

doxorrubicina, fluoracil, metotrexato, vimblastina e paclitaxel (Guimaraes, 2006).

1.2.3 Gliomas

Glioma ¢ o termo utilizado para designar um grupo heterogéneo de tumores
originarios das células da glia encefélica, classificados de forma mais genérica em
astrocitomas, oligodendrogliomas, ependimomas e os gliomas mistos, oligoastrocitomas
(Louis et al., 2007).

Os gliomas correspodem a aproximandamente 70% de todos os tumores cerebrais.
Dente os gliomas, os astrocitomas sdo 0os mais comuns e, entre estes, os glioblastomas
multiformes sdo os que acometem a maioria dos pacientes (Flores, 2009).

Gliolastomas, o mais maligno de todos tumores da linhagem astrocitaria, consiste em
uma diferenciagdo astrocitaria reduzida. Isto inclui fatores histopatoldgicos, como atividade
mitotica, polimorfismo celular, trombose vascular, proliferacio microvascular e necrose
(Brandes et al., 2008). Aproximadamente 60% dos pacientes com diagndstico de glioblastoma
possuem idade entre 55 e 74 anos e a relagdo de incidéncia entre homens e mulheres é de 3:2
(Brandes et al., 2008).

Gliomas malignos sdo 40% mais comuns em homens do que em mulheres e a idade
média de pacientes diagnosticados com glioblastomas ¢ de 64 e de 45 anos para os casos de

gliomas anaplasicos (Fisher et al., 2007).
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Aproximandamente 5% dos pacientes com gliomas malignos tém historico de glioma
familiar. No entanto, para a maior parte dos casos familiares ndo ¢ identificada a causa
genética (Wen e Kesari, 2008.)

Segundo o INCA em um periodo de quatro anos (1994 a 1998), os tumores encefalicos
encaminhados aos hospitais do instituto foram de 90, correspondendo a 1,4% do total de casos
de cancer neste periodo.

O progndstico para gliomas malignos recorrentes ¢ de sobrevida média de 3-9 meses
sendo que os quimioterdpicos utilizados atualmente, aprovados pelo Food and Drug
Admisitration (FDA) em 2005, sdo a temozolamida, utilizado durante ou apds a radioterapia
(Sathornsumetee e Rich, 2008) e as nitrosureias que produzem beneficios modestos. Contudo,

estao sendo realizados estudos com bevacizumabe e irinotecano (Vredenburgh et al., 2007).

1.3 Atividade antiproliferativa do género Hypericum

O nome “Hypericum” ¢é de origem grega, “Hyp” significa acima e “ericum”, imagem,
por serem plantas ofertadas a figuras religiosas a fim de afastar os maus espiritos, sendo seu
uso ja relatado no século II a.C. como cicatrizante, anti-séptico e antinflamatorio (Robson,
1977).

Atualmente a intensa pesquisa com espécies deste género, motivadas especialmente
pelas atividades atribuidas ao seu principal representante, Hypericum perforatum, tem levado
a descoberta de muitas moléculas bioativas (Hu e Sim, 1999, Ferraz et al., 2005b).

Em extratos metandlicos de H. perforatum foi verificada atividade frente a células de
carcinoma prostatico implantadas em camundongos (Martarelli et al., 2004). O extrato
lipofilico desta planta também demonstrou significante toxicidade frente a linhagens de tumor
de bexiga T24 e NBT-II (Skalkos et al., 2005).

A capacidade antiproliferativa também foi investigada para outras espécies de
Hypericum. Extratos metanolicos de H. hookerianum que demonstraram possuir atividade
antiproliferativa in vitro (Vijayan et al., 2003a) foram testados in vivo e indicaram um
aumento na sobrevida de animais com tumor ascitico ¢ uma diminui¢do no peso tumoral,
demonstrando ser um potente agente antitumoral (Dongre et al., 2007).

Extratos metandlicos de partes aéreas de H. mysorense e H. patulum demosntraram
atividade citotoxica in vitro nas linhagens celulares de carcinoma de epitélio de laringe, HEp-
2; rabdomiossarcoma maligno, RD e de macaco verde africano normal, Vero, e atividade
antitumoral em células de linfoma ascitico de Dalton , DLA e HEp-2 (Vijayan et al., 2003b).

Na espécie H. sampsonii foram isoladas duas benzofenonas, a Sampsoniones [ e J que
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apresentaram citotoxicidade frente a linhagem celular de P388 de leucemia (Hu e Sim, 1999),
j& benzofenonas preniladas isoladas de H. scabrum demonstraram moderada atividade frente a
diferentes linhagens tumorais (Tanaka et al., 2004).

Existem programas como o da fundag¢ao South-American Office for Anti-Cancer Drug
Development (SOAD), localizado em Porto Alegre que visam a obter e testar compostos
isolados de plantas da América do Sul (Mans et al., 2000), sendo uma das classes de interesse
deste grupo, justamente as plantas do género Hypericum.

Neste contexto foram avaliados extratos semi-purificados de 7 espécies de Hypericum
nativas do sul brasileiro (H. connatum, H. myrianthum, H. piriai, H. polyanthemum, H.
caprifoliatum e H. carinatum) e determinados seus ICsy (concentracdo da substincia que
fornece 50% de inibicao), demonstrando melhores resultados em fragdes hexanicas (Ferraz et
al., 2005a). Com base nesses resultados foi realizada a purificacdo de fragdes que apresentam
doses de ICsy de 30-40pg/ml. Algumas das substancias isoladas revelaram ser da classe dos
benzopiranos ¢ demonstram atividade na linhagem celular de glioblastoma, U-373 em doses
menores que 10ug/mL, sendo interessante prosseguir estudos com isolamento e teste destas

substancias (Ferraz et al., 2005b; Grivicich et al., 2008).

1.4. Atividade antiproliferativa das benzofenonas

Como produtos naturais de plantas, as benzofenonas sdo importantes tanto do ponto de
vista biossintético, pois estdo envolvidas na biossintese de xantonas, quanto do ponto de vista
farmacoldgico, uma vez que vérias atividades tem sido descritas por esta classe de compostos.

O garcinol e derivados do isogarcinol obtidos de Garcinia assigu demonstraram um
forte potencial quimiopreventivo em células tumorais de Raji (Ito et al., 2003). Compostos
similares foram isolados a partir G. xanthochymus e inibiram o crescimento de cé€lulas de
cancer de colorretal HCT- 116, HT- 29 e SW-480 (Protiva et al., 2008).

Em um estudo recente Murata e colaboradores (2010), demonstraram que as
benzofenonas garciniafenona e 7-epiclusianona possuem uma significativa atividade
antiproliferativa in vitro de forma dose-dependente. Ja as benzofenonas gutiferonas A e G, de
G. macrophylla demonstraram fraca atividade contra células tumorais de ovario humano

A2780 (Williams et al., 2003).

1.5 Hypericum carinatum
A espécie Hypericum carinatum Gribeb. (Fig. 1) € um subarbusto nativo do municipio

gaucho de Glorinha que teve avaliado seu potencial antiproliferativo no estudo de Ferraz e
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colaboradores (2005a), demonstrando atividade no extrato hexanico, com doses de ICsy de
23,24; 20,31 e 18,41pg/mL em linhagens de cancer colorretal, HT-29, cancer de pulmao H-

460 e de glioblastoma, U-373, respectivamente.

Figura. 1. Aspecto de partes aéreas de Hypericum carinatum Griseb.
Autor: Gilsane von Poser

Neste mesmo ano, esta espécie teve isolada de suas partes aéreas duas benzofenonas
(Fig. 2), denominadas carifenona A e carifenona B (Bernardi et al., 2005) da classe das

benzofenonas simples.

Figura.2. Estrutura molecular da carifenona A (1) e carifenona B (2).

As benzofenonas simples caracterizam-se por um padrdo de substitui¢do com radical
hidroxila (OH) e metoxila (OMe), sendo usualmente encontradas no vegetal juntamente com
a xantona analoga, embora seja mais comum em espécies da familia Guttiferae a presenga de
benzofenonas mais complexas, geralmente substituidas por prenilas (Delle Monache et al.,
1991; Fuller et al., 1999).

As benzofenonas simples sdo muito raras, s encontradas nesta espécie e nas espécies
G. assigu ¢ G. lancilimba, denominada macurina, ndo tendo muitos relatos de atividade para
este tipo de benzofenona, além da atividade antioxidante das carifenonas (Bernardi et al.,

2005).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Visto a importancia de estudos com plantas na busca de compostos bioativos no
desenvolvimento de medicamentos para doengas de grande impacto social e do dificil
tratamento do cancer, bem como a intensa pesquisa com plantas do género Hypericum e o
conhecimento da atividade antiproliferativa de algumas benzofenonas, este trabalho teve
como objetivo o isolamento das benzofenonas, carifenona A e carifenona B da espécie nativa
do sul do Brasil, Hypericum carinatum Griseb. e teste in vitro em diferentes linhagens
tumorais para avaliagdo da atividade antiproliferativa, bem como a associa¢do destas com

quimioterapicos ja utilizados na clinica para verificagdo de um possivel efeito sinérgico.

2.2 Objetivos especificos

e Jsolamento da carifenona A e carifenona B de H. carinatum;

e avaliacdo do perfil cromatografico da carifenona A e carifenona B por CLAE;

e manutencdo das linhagens celulares HT-29, U-251, SW 620 e OVCAR 3;

e avaliacdo da atividade da carifenona A sobre a proliferagdo celular das linhagens
celulares de cancer colorretal, HT-29 e SW-620; cancer de ovario, OVCAR 3 e
glioblastoma, U-251;

e avaliacdo da atividade da carifenona B sobre a proliferagdao celular das linhagens
celulares de cancer colorretal, HT-29 ¢ SW- 620; cancer de ovario, OVCAR e
glioblastoma, U-251;

e avaliacdo da combinacdo entre a carifenona A e agentes quimioterapicos sobre a
proliferacdo celular da linhagem de cancer colorretal, HT-29;

e avaliacdo da combinagdo entre a carifenona B e agentes quimioterdpicos sobre a

proliferacdo celular da linhagem cancer colorretal, HT-29.
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3 METODOLOGIA

O isolamento das carifenonas foi realizado no Laboratéorio Farmacognosia, na
Faculdade de Farmacia da UFRGS, sob a orientacdo da professora doutora Gilsane Lino von
Poser e colaboragdo do doutorando Francisco Maikon Corréa de Barros. A preparagdo de
solugdes quimicas, amostras bioldgicas e testes de proliferagdo celular foram realizados no
Laboratorio de Pesquisas em Cancer, Centro de Pesquisas Experimentais, Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA), sob a co-orientacdo da doutoranda Caroline Brunetto de

Farias.

3.1 Revisao bibliografica
O levantamento bibliografico da atividade antiproliferativa de plantas do género
Hypericum, bem como o de benzofenonas foram realizadas nas bases de dados Scopus,

Science Direct, Pubmed, Bireme e Scielo no periodo de mar¢o a novembro de 2010.

3.2 Material vegetal

As partes aéreas de H. carinatum Griseb foram coletadas em janeiro de 2008, durante
o periodo de floragdo, no municipio de Glorinha, Rio Grande do Sul. A exsicata ICN
Bordignon 1520 foi depositada no Herbéario do Departamento de Botanica da UFRGS,
Instituto de Biociéncias, para identificacdo e registro do material vegetal. Apds o
procedimento de secagem a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, as partes aéreas foram

moidas em moinho de facas e submetidas a extracao.

3.3 Isolamento das carifenonas de H. carinatum

Fragdes obtidas (2,5g) a partir da extragdo por fluido supercritico cedidas pelo
doutorando Francisco Maikon Corréa de Barros, foram ressuspensas em hexano e submetidas
a cromatografia em coluna, com gel de silica como fase estacionaria e eluidas com misturas
de hexano e acetato de etila, em aumento gradual de polaridade, como fase mével. As fragdes
obtidas foram concentradas em evaporador rotatéorio em temperatura inferior a 50°C e
monitoradas por cromatografia em camada delgada (CCD) analitica. As fragdes de interesse
foram submetidas a purificagdo através de CCD preparativa usando como eluentes
hexano:acetato de etila (9:1) sendo armazenadas em frascos protegidos da luz e sob

refrigeracao.
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3.4 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

As carifenonas suspendidas em 100% de dimetil sulfoxido (DMSO) foram diluidas a
concentracdo de Img/mL em 4gua estéril e filtradas em membrana hidrofobica de acetato de
celulose com tamanho de poro de 0,22um (Merck®). Na andlise utilizou-se coluna C18
Waters Nova-Pack® (4pum, 3,9 x 150mm) acoplada a pré-coluna Waters Nova-Pack® C18
60A (3,9 X 20 mm), bomba Shimadzu®, detector ultravioleta Shimadzu® em 220nm e

270nm, fase movel isocratica composta por acetonitrila:agua (60:40) e fluxo de ImL/min.

3.5. Cultivo celular

As linhagens celulares humanas utilizadas foram as de cincer colorretal (HT-29 e SW-
620), glioblastoma multiforme (U-251) e ovario (OVCAR 3), obtidas da American Type
Culture Colletction (ATCC, Rockville, Maryland, EUA), as quais j& estavam disponiveis no
Laboratério de Pesquisas em Cancer no Centro de Pesquisas do HCPA. As células foram
mantidas em frascos de cultura de 25cm’ em incubadora com atmosfera de 5% de gas
carbonico, a temperatura de 37 °C, com umidade relativa minima de 95%, contendo 4mL de
meio de cultura Dulbeco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Gibco, Grand Island, New
York, EUA) ou meio Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI, Gibco) com adi¢do de 10
a 15% (v/v) de soro fetal bovino (SFB), 0,1% de fungizona e 0,125% de gentamicina 2% de
glutamina e, 1% de ampicilina (Morrone et al, 2003; Farias et al., 2008; Schmitd et al., 2009).

3.6 Tratamentos

Para os testes de atividade antiproliferativa as carifenonas A e B, isoladas de H.
carinatum, foram dissolvidas em DMSO e posteriormente diluidas em meio de cultura com
concentragao final de DMSO de 0,25% (v/v) na dose de 100pug/mL e a partir desta foram
obtidas a dose de 25pg/mL (0,062% DMSO) e a dose de 6,25ug/mL (0,016% DMSO). Para
realizagdo dos testes de verificagdo de possivel sinergismo entre as carifenonas e o
quimioterapico, foram utilizadas diferentes combinacdes entre dose efetiva e ndo efetiva
desses compostos. As doses escolhidas das carifenonas foram obtidas em experimento
anterior ¢ do Tecnotecal (irinotecano) por uma curva de dose realizada previamente com a
linhagem HT-29. As dilui¢des foram realizadas com meios de cultura para obtencdo das doses

desejadas.
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3.7. Método do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina)

Para avaliar a citotoxicidade e a viabilidade celular foi utilizada a andlise colorimétrica
com o corante MTT que na forma oxidada possui coloragao amarela, porém quando reduzido
desenvolve coloracdo azul. Essa reducao ¢ produzida por desidrogenases mitocondriais de

células ditas viaveis (Peres e Curi, 2005).
As células foram cultivadas em placas de 96 pocos em concentragdes de 5x103 a

7x103 células por pogo em meio de cultura DMEM (U-251 e SW-620) ou RPMI 1640 (, HT-
29 e OVCAR 3) suplementado, mantidas sob incubagao por 24 horas.

Passado este periodo, foi descartado o meio de cultura e foram efetuados os
tratamentos, permanecendo por 48 horas sob incubagdo, sendo entdo o meio de cultura
removido e as células lavadas com 100ul de solucdo salina (HBSS). Em cada pogo,
adicionou-se 100pL de uma solugcdo com o reagente MTT e o meio de cultura (Sigma
Aldrich, Brasil) na concentracdo de Smg/mL, ficando a placa sob incubacdo com compostos
durante 3 horas a 37°C. Em seguida, o meio foi cuidadosamente removido e a placa mantida
em temperatura ambiente cerca de 24 horas até que estivesse completamente seca. Depois,
adicionou-se 50uL de DMSO em cada pogo e fez-se imediatamente a leitura em leitor de

ELISA no comprimento de onda de 492nm.

3.8 Destino dos residuos da pesquisa
Residuos, tais como materiais contaminados e residuos de quimioterapicos foram
depositados em sacos plasticos brancos para destina¢do apropriada segundo a rotina do

HCPA.

3.9 Analise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicates e os resultados expressos como
média e erro padrdo da média (EPM). A significancia estatistica dos resultados foi
determinada por analise de varidncia de uma via One-Way (ANOVA), seguida pelo teste de
Tukey, utilizando o software para calculos estatisticos SPSS (Statistical Package for the
Social Sciences) 12.0®. Valores de P< 0,05 foram considerados estatisticamente significantes
e o nivel de significancia representado por *, P < 0,05; **, P <0,01 e *** P <0 em relacdo

ao controle.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para realiza¢dao do isolamento das carifenonas, uma vez que sao facilmente suscetiveis
a degradacdo (Albering, 2006; Piccinelli et al., 2009) optamos por trabalhar com a mistura
hexano e acetato de etila, solventes em que demonstram ser mais estaveis, além de
apresentarem boa separagdo (Baggett et al., 2005; Nguyen et al., 2005; Wabo et al., 2010).

Obtivemos sucesso na realizacao da primeira cromatografia em coluna, partindo de 2,5
g de fragoes de H. carinatum, extraidas anteriormente por fluido supercritico, com a obtengao
de 38,5mg da carifenona B (rendimento de 1,54%) extraida pura na fracdo 21 da CCD
(mancha amarelada na Figura 3) na forma de cristais amarelos, apresentando fator de reten¢ao
(Rf) de 0,17 no sistema hexano:acetato de etila (9:1).

As fracdes 10 a 19 em que foi verificada a presenca de carifenona A (manchas
esverdeadas presentes na Fig.3), através do monitoramento por CCD, foram reunidas (520,9
mg) e submetidas a uma nova cromatografia em coluna. As fracdes de interesse coletadas
desta coluna foram aplicadas em placa de silica gel para realizacdo de CCD preparativa para
purificacdo das amostras. Obtivemos assim, 4,4mg da carifenona A (rendimento de 0,18%),

na forma de 6leo viscoso amarelo com Rf de 0,27 no sistema hexano:acetato de etila (9:1).

Figura. 3. Cromatografia em camada delgada, fase movel hexano:acetato de etila (9:1) das fracdes obtidas por cromatografia em
coluna.

O perfil cromatografico das amostras foi realizado por CLAE. Os cromatogramas
apresentaram picos bem definidos, ndo sendo observada a presenca de outras substincias no
comprimento de onda utilizado (220nm e 270nm). O tempo de retengdo apresentado pela
carifenona A foi de 21,14 min. (Fig. 4) e da carifenona B de 17,19 min. (Fig. 5) em fase

moével composta por acetonitrila:agua (60:40).
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Figura 4. Perfil cromatografico da carifenona A, fase mével composta por acetonitrila:agua (60:40), obtido por CLAE.
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Figura 5. Perfil cromatografico da carifenona B, fase movel composta por acetonitrila:agua (60:40), obtido por CLAE.

Os experimentos realizados no Hospital de Clinicas de Porto Alegre foram financiados
pelo Fundo de Incentivo a Pesquisa e Eventos (FIPE) que concede auxilio financeiro para
projetos de pesquisa, divulgacdo, realizagdo de eventos e desenvolvimento de recursos
humanos em pesquisa.

Os resultados do efeito da carifenona A e da carifenona B sobre a viabilidade celular
das linhagens de cancer colorretal (HT-29 e SW-620) foram apresentados sob forma de pdster
na sessao gastro-intestinal do VI Congresso Franco Brasileiro de Oncologia.

No desenvolvimento de agentes antineoplasicos, o potencial de citotoxicidade dos
compostos ¢ avaliado em linhagens celulares tumorais por parametros que incluem desde a
morte celular até a alteragdo de seu metabolismo (Freshney, 1994; Keawpradub et al., 1999).

O teste de citotoxicidade in vitro em cultura de células tumorais tem se tornado
importante para a avaliagdo de agentes anticancer, incluindo aqueles provenientes de produtos

naturais, sendo também muito utilizado como método alternativo aos testes farmacoldgicos
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em Orgdos isolados, e tem, pelo menos durante a fase de triagem, reduzido a experimentacao
in vivo em animais (Hamburger e Hostettmann, 1991; Cingi et al., 1991).

As linhagens tumorais selecionadas para os experimentos foram as de colorretal,
ovario e glioma por possuirem baixa resposta aos quimioterapicos atuais e pela facil
manuten¢do do cultivo celular.

Quando testamos o efeito da carifenona A nas linhagens tumorais de colorretal
verificamos que na linhagem SW-620 ocorreu uma diminui¢do na proliferacdo celular de
cerca de 15%, na dose de 100pug/mL, enquanto que em doses mais baixas foi observado
aumento da viabilidade (Fig. 6). Esse perfil também foi verificado nos testes com a linhagem
HT-29, embora a diminuicdo da viabilidade celular, 52% na dose de 100ug/mL, tenha
ocorrido de forma mais efetiva, sendo esta a linhagem que melhor respondeu a este composto
e as menores doses ndo apresentaram diferenca estatistica significativa na viabilidade celular

em relacdo ao controle (Fig. 7).
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Figura 6. Perfil de viabilidade celular da carifenona A testada pelo método de MTT na linhagem celular cancer colorretal,

SW-620. Valores de P <0,05=* e P<0,01 = ** comparativamente com controle.
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Figura.7. Perfil de viabilidade celular da carifenona A testada pelo método de MTT na linhagem celular de cancer colorretal,

HT-29. Valores de P < 0,001= *** comparativamente com controle.
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O efeito positivo de benzofenonas ja tinha sido verificado em linhagens celulares de
cancer de colorretal humanas no trabalho de Protiva e colaboradores (2008) onde
benzofenonas isoladas de Garcinia xanthochymus foram testadas em trés linhagens tumorais,
HCT-116, HT-29 e SW-480, sugerindo que o efeito esteja associado a interferéncia na
membrana mitocondrial e na subseqiiente ativagdo das vias de estresse/apoptose no reticulo
endoplasmatico e no gene de resposta ao estresse celular regulando negativamente a atividade
de TSC/mTOR.

Na linhagem de glioblastoma, U-251 (Fig. 8) ocorreu uma diminui¢ao na proliferagcdo
celular em cerca de 50% na dose de 100pg/mL, j4 na linhagem celular de tumor de ovario,
OVCAR, a carifenona A demonstrou ser dose-dependente, porém somente ativa na dose

testada de 100pg/mL (Fig. 9).
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Figura.8. Perfil de viabilidade celular da carifenona A testada pelo método de MTT na linhagem celular de glioma,

U-251. Valores de P < 0,01 =** ¢ P <0,001=*** comparativamente com controle.
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Figura.9. Perfil de viabilidade pelo método de MTT de células de tumor de ovario, OVCAR, tratadas com carifenona A.

Valores de P <0,05=*,
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Viarios estudos indicam que o estresse oxidativo esta associado ao processo
carcinogénico devido a sua capacidade de causar mutacdo no DNA e modificacdes nas
proteinas (Ito et al., 2003). Sabemos de estudos anteriores que a carifenona A possui
moderada atividade antioxidante (Bernardi et al., 2005), o que poderia estar relacionado a sua
capacidade antiproliferativa.

Nas linhagens OVCAR (Fig. 10) e SW-620 (Fig. 11) ndo foi verificado a influencia da
carifenona B na diminui¢do da viabilidade celular, uma vez que os resultados ndo diferiram

significativamente.
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Figura.10. Perfil de viabilidade celular da carifenona B testada pelo método de MTT na linhagem celular de tumor de

ovario, OVCAR.

SW-620

200 -
S
5 150 - .
3 I
T, T
o
o 100 -
S -
©
T
= 50
)
]
>

0
controle Cari B 6,25 CariB 25 Cari B 100
ug/mL

Figura.11. Perfil de viabilidade celular da carifenona B testada pelo método de MTT na linhagem celular de cancer

colorretal, SW-620. Valores de P <0,01 = ** comparativamente com o controle..

Na linhagem de cancer colorretal, HT- 29 e de glioblastoma, U-251 obtiveram

diminuicdo na proliferagdo de cerca de 38% (Fig. 12) e 52% (Fig. 13) na dose de 100pug/mL.
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Figura.12. Perfil de viabilidade celular da carifenona B pelo método de MTT na linhagem celular de tumor de

colorretal, HT-29. Valores de P < 0,001= **%*,
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Figura.13.Perfil de viabilidade celular da carifenona B testada pelo método de MTT na linhagem celular de glioma,

U-251. Valores de P <0,05=*¢e P<0,01 = **,

A partir desses resultados podemos inferir que as benzofenonas possuem uma leve
capacidade antiproliferativa nas linhagens testadas e que a atividade apresentada pelo extrato
hexanico, em estudos anteriores (Ferraz et al., 2005), possa estar relacionado a a¢do sinérgica
com outras moléculas, como a uliginosina B, assim como demonstrado no trabalho de
Roscetti e colaboradores (2004) que confirmou o interesse na espécie H. perforatum no
tratamento do cancer e indicou a possivel acdo de outros agentes, além da hypericina,
presentes no extrato total metanodlico, que estariam agindo de maneira separada ou
combinada.

Os agentes anticancer sdo raramente utilizados sozinhos. Somente poucos tumores sao

sensiveis o suficiente para serem curados por um Unico agente. Uma quimioterapia efetiva
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depende da identificagdo da combinagdo adequada para tratar cada tipo especifico de tumor
(Frei et al., 1998). Um modelo ideal deve satisfazer varias exigéncias; deve ser simples, mas
robusto e deve considerar os diferentes perfis farmacocinéticos de cada droga.

Dizemos que a interagdo entre duas ou mais drogas ¢ sinérgica se o efeito da
combina¢do ¢ maior que a soma algébrica do efeito de cada agente separadamente
(Berenbaum, 1989). Se o efeito combinado da associac¢do ¢ inferior a soma de cada agente,
entdo o antagonismo ¢ identificado, enquanto que no caso de aditividade, o efeito da
combinagdo aproxima-se da soma do efeito de cada droga isoladamente. Pode ocorrer também
a modulagdo, que implica em um agente ativo ou inativo aumentar o efeito de um outro
agente ativo (Leyland-Jones e O'Dwyer, 1986; Martin, 1987; Peters Groeningen e Van, 1991).

Dentre as linhagens testadas, a HT-29 foi a que melhor respondeu ao tratamento com
as carifenonas, sendo entdo selecionada para a realizagao de testes para avaliar a combinagao
destas com o quimioterapico irinotecano, utilizado na clinica deste tipo cancer.

O irinotecano em combina¢do com 5S-flouracil ¢ acido folinico em bolus ou infusional
constituem um padrdo na terapia de pacientes com cancer de colorretal metastatico
(Vanhoefer et al., 2004). O mecanismo de acdo do irinotecano envolve a inibigdo da DNA-
topoisomerase I, interagindo de modo especifico com esta enzima, impedindo a ruptura
reversivel de uma das cadeias do DNA, causando a estabilizacdo de complexos durante a
replicacdo do DNA, levando a morte celular (Stewart et al., 2004; Yang et al., 2005).

Os principais efeitos adversos do irinotecano sao a diarréia, o vomito e a neutropenia.
Diarréias severas causam desidratacdo, falhas renais e eventos tromboembolicos, além disso,
a diarréia combinada com a neutropenia leva frequentemente a quadros de sepsemia. Essas
complicagdes t€m contribuido para a alta incidéncia de mortalidade para os pacientes tratados
com irinotecano (Hu et al, 2006).

A chave para melhorar os resultados clinicos ¢ aumentar a eficicia sem aumentar a
toxicidade do tratamento, assim, muita atenc¢do tem sido dada para combinagdo de irinotecano
com agentes que ndo apresentam toxicidade ou que sdo, apenas parcialmente toxicos
(Vanhoefer et al., 2004).

Assim delineou-se um experimento com utilizagdo de combinagdes de doses ativas e
ndo ativas das carifenonas (doses obtidas pelo experimento anterior) e do quimioterapico

irinotecano (obtidas por uma curva de doses previamente realizada) (Fig. 14 e 15).
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Figura 14. Teste de viabilidade celular pelo método de MTT, na linhagem de céncer colorretal, HT-29 para verificagdo de

possivel efeito sinérgico entre a carifenona A e o quimioterapico irinotecano. Valores de p < 0,05 =* e p <0,001=*** em

relagdo ao controle.

O efeito da carifenona A na dose se 100pug/mL foi semelhante aquele do

quimioterdpico irinotecano na dose de 10uM, sendo que a associacdo de doses efetivas

desses compostos resultou na modulagdo da proliferacdo celular com a diminuigdo da

viabilidade em cerca de 70%, enquanto que na associacdo de doses ndo efetivas foi

verificado o efeito sinérgico dos compostos, uma vez que sozinhos ndo apresentavam

atividade (Fig. 14). Perfil semelhante foi verificado para carifenona B, embora a associagdo

de doses ndo efetivas ndo tenha diminuido significativamente a proliferacao celular (Fig. 15).

1607 HT-29
140 -
120

100 ~

[} [0}
o o
| |
*
*
*

oS
o
|

Viabilidade celular (%)

N
o
I

o
|

B4 Irinotecano 0,1uM

I Irinotecano 10uM

| | |
controle Carifenona B 6,25ug/mL

I |
Carifenona B 100ug/mL

Figura 15. Teste de viabilidade celular pelo método de MTT, na linhagem de cancer colorretal, HT-29 para verificagio de possivel efeito

sinérgico entre a carifenona B e o quimioterapico irinotecano. Valores de P < 0,001= *** comparativamente com o controle.
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Estudos semelhantes ja foram realizados visando a associagdo de compostos naturais
como o 3-indol-carbinol (I3C) e o resveratrol (RE) no estabelecimento de agentes
antiproliferativos contra o cancer de ovario, demonstrando interessante resultados com a
associacao das doses mais baixas 4 ug I3C+0.5 ug RE (Raj et al., 2008), bem como o
sucesso da combinagdo do resveratrol com o antimetabdlito 1-B-D-arabinofuranosilcitosina (
Ara-C) ou com o composto tiazofurin em células humanas de leucemia promielocitica
(Horvath et al., 2005).

O efeito sinérgico também foi observado, apds a combinacdo de paeconol, um
composto fendlico retirado das raizes de Paeonia moutan, com varias concentragdes de
cisplatina, diminuindo a viabilidade celular de duas linhagens tumorais esofagicas (Wan et
al., 2008), assim como no estudo de Grivicich e colaboradores (2008) que demonstrou o

efeito sinérgico de trés benzopiranos isolados da espécie H. polyanthemum.
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6. CONCLUSAO

A obtencao de farmacos a partir de compostos naturais ¢ um campo promissor que
merece atencao e necessita ainda muito estudo.

Sendo o cancer uma doencga grave e que atinge grande parte da populacio ¢ importante
que haja o empenho de pesquisadores no desenvolvimento de tratamentos mais efetivos € com
menor impacto na qualidade de vida do paciente.

A utilizacao de moléculas isoladas ainda ¢ uma das melhores maneiras de se obter um
farmaco de confianca a partir de plantas.

Partindo destes conceitos e dos resultados obtidos em nossos experimentos podemos
inferir que as benzofenonas possuem capacidade antiproliferativa nas maiores doses testadas
em trés das quatro linhagens testadas, tendo melhores resultados na linhagem de cancer
colorretal, HT- 29.

Sabemos que poucos tumores sdo sensiveis o suficiente para serem curados por um
unico agente, assim, através de testes com a combinacao das carifenonas € do quimioterapico
irinotecano foi demonstrado que as carifenonas na dose de 100ug/mL apresentam semelhante
inibicdo a do quimioterapico irinotecano na dose de 10uM e que a combinagdo de doses
efetivas desses compostos levam a diminuigdo da viabilidade celular em cerca de 70%, sendo
que a combinacdo de doses nao efetivas de carifenona A e do irinotecano apresentou
atividade devido ao efeito sinérgico entre elas.

Isso nos leva a propor que a atividade apresentada em estudos anteriores pelo extrato
hexanico da espécie H. carinatum possa estar relacionado a agdo sinérgica das benzofenonas
com outras moléculas presentes no extrato, como a uliginosina B, derivado do floroglucinol.,
necessitando mais estudos para verificacdo desta hipotese. Como perspectivas para este
trabalho, temos verificacao da hipdtese acima, bem como o estabelecimento do mecanismo de

acdo e a relagdo estrutura-atividade desses compostos.
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