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RESUMO

Atualmente o cincer se apresenta como um problema de
saude publica mundial, despertando o interesse cada vez
nas pesquisas para o desenvolvimento de firmacos com
atividade antitumoral. A descoberta de medicamentos para
o cincer esta relacionada principalmente a pesquisas de
produtos naturais. O tratamento de enfermidade com de-
terminados firmacos muitas vezes pode demonstrar toxi-
cidade relevante com diversos efeitos colaterais. As pesqui-
sas com produtos naturais se mostram uma interessante
alternativa de novos firmacos. O uso de plantas na medi-
cina popular é amplamente expandido no Brasil, tendo sua
base na tradicdo familiar durante muito tempo. Vérias
plantas sdo consumidas com pouca ou nenhuma compro-
vaciio de suas propriedades farmacolégicas. Sdo cada vez
mais frequentes estudos envolvendo espécies vegetais. A
busca de novas alternativas para o tratamento que envolve
o cancer através das plantas é altamente significativa. Por-
tanto a busca por esses saberes repassados através das ge-
raches sio uma importante ferramenta para desenvolvi-
mentos de estudo cientificos. Uma vez que as plantas medi-
cinais apresentam propriedades bioldgicas e ou farmacol6-
gicas de grande utilidade na sociedade. Portanto na pes-
quisa foi observada que grande parte dos extratos, fracdes
e ou compostos isolados das plantas estudadas mostraram
potentes acdes em atividade anticancer.

PALAVRAS-CHAVE: Fitoquimica, fragdes, anticincer.

ABSTRACT

Currently the cancer presents itself as a global public health
problem, arousing increasing interest in research for the de-
velopment of drugs with antitumor activity. The discovery of
drugs for cancer research is mainly related to the natural prod-
ucts. Treatment of disease with certain drugs can often show
significant toxicity at several side effects. Research on natural
products to show an interesting alternative to new drugs. The
use of plants in folk medicine is widely expanded in Brazil, with
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its basis in family tradition for a long time. Various plants are
consumed with little or no evidence of their pharmacological
properties. They are increasingly frequent studies of plant spe-
cies. The search for new alternatives for treating cancer involves
using plants is highly significant. Therefore, the search for this
knowledge passed down through the generations are an im-
portant tool for scientific study developments. Since medicinal
plants and exhibit biological or pharmacological properties of
use in society. So the research was observed that most of the
extracts, fractions and isolated compounds or plants studied
showed potent anticancer activity actions.

KEYWORDS: Phytochemistry, fractions, anticancer

1. INTRODUGAO

A utilizagdo de espécies vegetais pelo homem para os
mais diversos propoésitos parece ser uma atividade ata-
vica. Observa-se que, em todas as fases de desenvolvi-
mento das diversas civiliza¢des, prevaleceu uma estreita
relagdo entre 0 homem e as plantas. Através de tentativas
e erros, o homem primitivo adquiriu conhecimento (bio-
logico), que foram usados para determinar plantas vali-
osas para alimentos, medicamento e quais poderia apre-
sentar risco a saude’.

Durante muito tempo a terapia vegetal esteve sobre
dominio do povo comum, especialmente do homem do
campo, cujas maos indoutas o conhecimento empirico do
valor medicinal das plantas que tem prestado um valor
inestimavel?.

De acordo com dados da Organizagdo Mundial da
Saude (OMS), cerca de 60 a 80% da populagdo mundial
ndo tem acesso ao atendimento primario de saude e re-
corre a medicina tradicional, especialmente as plantas
medicinais, na procura de alivio para muitas doengas>.

No Brasil existem muitas espécies utilizadas para
fins medicinais, sdo consumidas com pouca ou nenhuma
comprovagdo de suas propriedades farmacologicas
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(VEIGA et al, 2005)* Ha intensa forma alternativa ou
complementar com uso de medicamentos alopaticos>®’.

A procedéncia de célula cancerosa surge através de
efeito das alteragdes genéticas produzidas por diferentes
mecanismos como a inativa¢do de genes supressores de
tumores e mutagdes por agentes quimicos, fisicos e bio-
l6gicos, chamados de carcinogenos®. A célula canceri-
gena caracteriza-se por perda da fungcdo em consequén-
cia da falta de diferenciacdo, proliferagdo incontrolada,
invasividade dos tecidos adjacentes, metastase e deter-
minando a formagio de tumores ou neoplasias malignas’®
(INCA, 2012).

Objetivo Geral

e  Realizar uma busca na literatura sobre avaliacdo
farmacologica de extratos e fragdes de plantas medicinais
com a¢do no combate ao cancer.

Objetivos Especificos

e  Avaliar as diversas formas de preparagdo de extra-
¢oes em diferentes partes das plantas;
e  Avaliar a obtengdo de fracdes em diferentes siste-
mas proporcionais bem como as diversas formas de fra-
cionamento;
e  Reconhecer os constituintes de os produtos naturais
que mais atuam no combate em diferentes tipos de can-
cer;

Revelar as perspectivas no tratamento do cancer com
uso de produtos naturais.

2. MATERIAL E METODOS

O presente estudo versa uma revisao bibliografica em
acdo farmacologica de compostos vegetais no combate
ao Cancer, cujo objetivo foi proporcionar uma revisao
sobre o uso de produtos naturais com propriedades anti-
cancerigenas.

A coleta de material para elaboragéo foi feita por meio
de pesquisa bibliografica em artigos cientificos da area.
Neste caso, foi realizada busca de dados na literatura
nacional e internacional através das bases de dados Sci-
elo, Lilacs, Science Direct, Bireme ¢ Medline/Pubmed, a
partir de palavras-chave com relacdo ao assunto, tais
como: plantas medicinais, anticancer, atividade antican-
cer e atividade citotoxica.

3. DESENVOLVIMENTO

A avaliacdo de extratos brutos e fragdes em células
cancerigenas humanas foram avaliados por Vieiga et al.
(2008)° e Almeida et al. (2016)'°, verificou os efeitos do
extrato de babagu sobre a viabilidade, morfologia e me-
tabolismo de linhagem de células leucémicas em cultura
e de outras células tumorais, ndo-tumorais em linhagens
celulares imortalizadas e isolado linfocitos fresco de
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humanos'®, observou, a partir do extrato bruto e fragdo
semi-purificadas da Cecropia catarinensis, a a¢ao inibi-
toria in vitro de células tumorais humanas como: adeno-
carcinoma de mama (MCF-7), células ndo pequenas de
cancro de pulmao (NCI-H460) e melanomas (A375-C5).

Macedo et al (2016)"'; Lima et al (2006)'?; Monteiro
(2015)!3  avaliaram a atividade citotoxica de
Erythroxylum suberosum através de extratos vegetais
combinados com radioterapia em linhagem de células
humanas de carcinomas orais e hipofaringe ¢ o efeito
citotoxico supra - aditivo em linhagem de celulares de
carcinoma da cabeca e pescogo por Erythroxylum
suberosum seguido por irradiagdo com uma dose Uinica de
2 Gy. A determinacdo celular frente ao efeito bioldgico
do extrato hidroalcoolico de Salvia officinalis L. em
culturas de células tumorais de laringe (Hep-2) e em
c€lulas de hepatoma humano (HepG2), segundo Garcia
et al, 2012'%, Magalhaes et al, 2010' do extrato de Ca-
esalpinia var. peltophoroides, verificou-se o potencial
antitumoral, assim como dos seus constituintes isolados
e dos compostos modificados!®!718:19,

Momesso et al, (2009)%°; Ozi et al, (2011)*'; Lucena
et al. (2011)*? avaliaram os efeitos antitumoral do Age-
ratum conyzoides (fragdes cloroformica e metandlica do
extrato bruto) utilizando-se como modelo experimental o
tumor ascitico de Ehrlich em camundongos.

A determinacdo da avaliacdo da atividade antineo-
plasica por Pereira et al. (2015)*, Gomes (2008)*, foi
através do flavonoide morina e o extrato de folhas de
oliveira contra a linhagem de cancer de pulmao do tipo
ndo pequenas células (H460) in vitro.

Jorge et al. (2013)*, Andradre (2011)% avaliou a in-
fluéncia do processo de fermentagdo enzimatica de fo-
lhas de A. chica Verlot sobre a atividade farmacologica,
empregando-se modelos de atividade anticancer in vitro
sobre células tumorais humanas. A avaliagdo das propri-
edades citotoxicas de extratos bruto de P. parbatus frente
as células NCI-H292 e HEp-2 e as agdes citotoxicas de
extratos brutos de L. alba frente a duas linhagens celula-
res, células HEp-2) e células NCI-H292 (derivadas de
carcinoma mucoepidermoide de pulmdo huma-
1’10)27’28’29’30’31’32’33.

A determinagio, segundo Garcia et al. (2012)3, Pre-
tto, et al. (2005)*°, foi a viabilidade celular frente ao
efeito biologico do extrato de salvia em culturas de cé-
lulas tumorais de laringe (Hep-2) e em células de hepa-
toma humano (HepG2). Segundo, Rattarom et al.
(2010)*%%, investigou atividade citotoxica contra linha-
gem de células pulmonares humanas com células de car-
cinoma, COR- L23, pulmdo humano, linhagem de ade-
nocarcinoma de células epiteliais, A549 e miofibroblas-
tos pulmonares humanos normais, células MRC- 5. Ex-
perimento feito também por método in vitro para anali-
sar a atividade anticancer de uma variedade de concen-
trages de extrato etanolico de flores de Cdassia auricu-
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lata.

Coleta e métodos de obtencgao de extratos e
fragoes

A obtencao de extrato e fracdes das folhas secas ¢
moidas (1000g), foi por extracdo exaustiva com metanol
a frio e as fragdes, através de particdo do extrato bruto
com diclorometano e depois com acetato de etila'®.

A utilizag@o de extratos, aquoso, etandlico e hexanico
a partir das folhas de Erythroxylum suberosum A. St.
—Hil, seguiu através de coleta e secagem das folhas a
temperatura ambiente e o processo por pulverizacdo. A
extragdo foi por maceragdo passiva, usando hexano se-
guido de etanol. As solucdes de extracdo obtidas foram
concentradas até a secura sob pressao reduzida, a 40 °C
em rota evaporador. O extrato aquoso foi obtido por in-
fusdo das folhas secas e pulverizadas em agua destilada
(3,0 L) a 70 °C, arrefeceu-se para aproximadamente
40 °C e submetido a filtragdo. A solucao de extragdo
resultante foi mantida a -20 °C e submetido a processo
de liofilizagdo!!3%14.16,

Folhas do vegetal foram previamente secas em estufa
de ar circulante e entdo pulverizadas. Em seguida os pos
foram ressuspensos em acetato de etila e particionados
com uma solu¢do metanol-agua (9:1), sendo obtidas as
fragdes AcOEt-E e AcoEt-NE, as quais foram concen-
tradas. As fracdes hidroalcoodlicas foram particionadas
com cloroférmio, sendo obtidas as fracoes MeOH-E,
MeOH-NE, CL-E e CL-NE. Todas as fra¢des foram
suspensas em 0,2 mL de 4gua destilada estéril, com au-
xilio de um aparelho de ultra-som e banho-maria e fil-
tradas em algoddo com a finalidade de se obter doses de
50 e 100 mg/kg de peso?.

A coletas das folhas de Oliveira (Oleaeuropaea L.)
foram submetidas & secagem em estufa de ventilagdo,
sob temperatura de 40°C até estabilizagdo do peso para
obter a matéria seca para os materiais supracitados. O
material vegetal foi triturado e com 1000g submeteu-se a
extragdo por maceragdo em alcool etilico absoluto (PA)
diluido em 4agua destilada 1:1, conforme metodologia
descrita por Woisky (1996)*°. Ao final, foi verificado o
rendimento do extrato de aproximadamente 200 gramas
(20%) e os mesmos foram armazenados em recipiente
plastico opaco, em presenga de agente dessecante?’.

Oliveira et al, (2010)'8, da parte 4rea, folhas da plan-
ta foram secas em estufa a 40 °C, pulverizadas e mace-
radas em alcool etilico 95%. O material resultante foi
filtrado e rota evaporado a pressao reduzida, a 40 °C. O
extrato foi levado a estufa a 40 °C por cerca de 10 h. O
extrato do fruto foi preparado seguindo o mesmo proce-
dimento para a preparagdo do extrato da folha, exceto
que o fruto foi triturado antes da extracdo com o alcool
etilico 95%.

Foram coletadas folhas mensalmente para realizagéo
de estudos da sazonalidade da espécie. A planta foi seca
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durante 48 h em estufa, marca Fabbe®, a 40 °C, com
ventilagdo forcada, e posteriormente moida em moinho
de facas com peneira de 40 mesh?.

Extratos acetdnico, etandlico, metanolico e aquoso
de raiz, caule e folhas, foram preparados a partir de 35 g
de planta seca (triturada) em 300 mL de solvente. As
misturas foram filtrados e o volume total foi evaporado
em evaporador rotativo. Extratos aquosos foram prepa-
rados por agitagdo por 4 h (200 rpm). Além dos extratos
de P. barbatus, a agdo citotoxica da vincristina sobre
ambas as linhagens de células estudadas foi avaliada?’.

A partir das raizes, caule e folhas foram preparou-se
os extratos com 35 g de planta seca para 300 mL de sol-
vente (hexano, cloroférmio, acetona, etanol, metanol e
agua). A extragdo dos principios ativos foi feita por ma-
ceracdo em repouso (oito dias), exceto para extratos
aquosos, que foram produzidos por maceracdo em agi-
tagdo (4h a 200 rpm). Em ambos os casos, a temperatura
de extragdo esteve entre 28-30 °C?’.

Extratos de raiz, caule e folhas foram preparados uti-
lizando-se 35 g de planta seca para 300 mL de solvente
(hexano, cloroférmio, acetona, etanol, metanol e agua)®.
Syarifah et al, (2012)%, através das folhas frescas C.
Odollam (450g) foram sucessivamente extraido em me-
tanol MeOH (3,5 L) por extrator de Soxhlet durante 18
horas . As folhas e raizes de P. prunifolia foram secas,
moidas e submetidas a extragdo com etanol a temperatu-
ra ambiente. O extrato bruto etanolico da folha (EBEfPp)
e o extrato bruto etanolico da raiz (EBEcPp) (35g) foram
preparados e fornecidos pelo Laboratério de Produtos
Naturais do Instituto de Quimica (UFG)32.

Segundo Garcia et al, 201234, para a obtencdo do ex-
trato de Salvia officinalis L. foi submetido a maceragéo
em solu¢@o hidroalcoolica 80% (v/v). Todos os compos-
tos e extratos foram dissolvidos em DMSO, antes ensaio
de atividade citotoxica’®.

Métodos e tipos e células utilizadas nos testes
biolégicos

Os testes com células mantidas em meio RPMI -
1640 (RPMI -1640), suplementado com 5% de FBS ina-
tivado, a 37 °C, humidificada com 5% de CO,. Os expe-
rimentos foram realizados com células em crescimento
exponencial e que apresenta mais do que 90% de viabi-
lidade. Os efeitos do extrato bruto e das fra¢des se-
mi-purificadas foram avaliados sobre o crescimento ce-
lular de linhagens de células tumorais de acordo com os
procedimentos adotados pelo Instituto Nacional do Can-
cer®,

Linhagem de células de carcinoma epidermdide de
boca (SCC -9), carcinoma de células escamosas da hi-
pofaringe (FaDu) e dos queratindcitos humanos (HaCaT).
Todas as linhas celulares sao descritas em ATCC (Ame-
rican Type Culture Collection). As células foram arma-
zenadas numa incubadora a 37 ° C e 5% de CO,. suple-
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mentado com soro fetal bovino a 10% e 1 % de penicili-
na e estreptomicina . Para a cultura de SCC- 9 foi utili-
zado relacio DMEM/F12 (1:1) suplementado com os
suplementos acima e hidrocortisona. Para tripsinizacao
das células foi utilizada tripsina a 0,25 % com 0,03 % de
EDTA. SCC- 9, FaDu, linhas de células HaCaT foram
plaqueadas a uma concentragdo de 5x10° células por
pogo em placas de 96 pogos e ap6s 24 h tratados com os
extractos a uma concentracdo de 500 ug/ml, como des-
crito num estudo anterior. A cisplatina (Citoplax, 1
mg/mL; Bergamo, Tabodo da Serra, SP, Brasil) na 50
ug/ml foi utilizado como um controlo positivo. Para
controlo negativo, as células foram tratadas apenas com
o solvente que diluiu os extratos (dgua MilliQ para o
extrato aquoso ¢ DMSO/etanol (2:3) para os extratos
etandlicos e hexanicos). Apds 24 h de tratamento da
cultura com o extrato foi aspirado e as células foram
mantidas em 100 ul de PBS (Solugdo Salina Tamponada
com Fosfato) para irradiagdo!’.

A linhagem de células erythroleukaemic K562 e sua
multidrugresistant (MDR) contraparte, K562-Lucena 1 e
linfécitos. As células foram cultivadas a 37 °C 25 cm?
em frascos de cultura contendo Dulbecco modificados
meio de Eagle (D-MEM) suplementado com 10% de
soro fetal de bovino (FBS-Gibco, Invitrogen, EUA), 1%
PSA (10000 TU/mL de penicilina G de so6dio, 10,00
g/mL sulfato de estreptomicina e 25 ug/mL de anfoteri-
cina B, conforme Fungizoner). meio D-MEM foi pre-
viamente suplementado com 3 g/L de N- (2-hidroxietil)
-piperazina-N' (2-etanossulfonico) (HEPES), 0,3 g/L de
L-glutamina e 0,2 g/ de NaHCO; (pH 7.4). A
K562-Lucena 1 células foram mantidas na presenga de
60 nM de vincristina. O meio utilizado para cultivo de
MCF-7 também suplementado com 5 pg de insulina/mL.
As coletas das células foram a partir de sangue fresco
heparinizado de voluntarios de satide (18-30 anos de
idade), tratadas por centrifuga¢do foram lavadas duas
vezes por 50mL de phosphatebuffered solucdo salina.
(RENNO et al, 2008)

Segundo, Garcia et al. (2012)*, as Células tumorais
Hep-2 e HepG2, cultivadas em meio DMEM (Dulbec-
co’s Modified Eagle Médium) suplementado com 10%
soro fetal bovino inativado e 1% de antibidtico (Penici-
lina/Estreptomicina) em estufa a 37 °C. Na segunda eta-
pa foram semeadas (5x10* células/mL) em placas de 96
pogos. Realizou-se o tratamento das células com extrato
hidroalcodlico de Salvia officinalis L., controle negativo
de etanol 80% (v/v) e controles positivos de peroxido de
hidrogénio (H»0»), tert-butil hidroperéxido (t-BOOH),
doxorrubicina e cisplatina. A viabilidade celular foi de-
terminada pela redu¢do do MTT (brometo de 3-(4,5 di-
metiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio).

Os camundongos utilizados foram da raga suicos,
machos, de quatorze semanas, com 25 g em média. Du-
rante a fase experimental os animais receberam racgdo
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balanceada ¢ agua ad-libitum. Foi empregado o Tumor
Ascitico de Ehrlich (TAE). Foi implantada uma suspen-
sao contendo 106 células neoplasicas, em 0,1 mL de
solucdo salina apirogénica, por via intraperitoneal (IP). A
determinagdo do nimero total de células neoplasicas foi
realizada através da contagem das suspensdes coradas
por cristal violeta a 0,5% em Céamara de Neubauer.
Grupos com dez animais cada foram tratados com fra-
¢oes CL-E, CL-NE, MeOH-E e MeOH-NE nas doses de
50 e 100 mg/kg de peso através de injegdo i.p. O grupo-
controle recebeu injegdo de solugdo salina esterilizada®.

Pereira et al. (2015)%, a linhagem de célula H460 foi
obtida do Laboratério de Biologia do Reconhecer do
Centro de Biociéncias e Biotecnologia da Universidade
Estadual Norte Fluminense (Campos dos Goytacazes,
RJ). As células foram cultivadas em meio D-MEM F12
(Gibco, BRL), conforme metodologia descrita por (Horn
et al., 2013). A linhagem de célula H460 foram plaquea-
das em volume de 100 pL/pogo (1x106cels/mL) em pla-
cas de 96 pogos, tratadas com o flavonoide morina ¢ o
extrato de oliveira nas concentragdes finais de 50, 100,
200, 400 e 800 uM e pg/mL para os testes de viabilidade
celular com MTT-3-(4,5-dimetil-2-tiazol) 2,5-difenil-2-
H-brometo de tetrazolium (MTT), conforme metodolo-
gia descrita por Horn et al. (2013). Parte do sobrenadan-
te das culturas foi utilizada para a dosagem da lactato
desidrogenase (LDH). A determinacdo da enzima LDH ¢
proporcional ao numero de células mortas por necrose in
vitro. Para quantificacdo da LDH foi utilizado o KIT
DOLES.

Foram utilizados camundongos Swiss com idade en-
tre 6 e 8 semanas, fornecidos pela Industria Quimica do
estado de Goias. Os animais foram agrupados ao acaso
em caixas de polipropileno, em sala climatizada sob
temperatura constante de 26+2 °C, com ciclo claroescuro
de 12 h. O TAE foi mantido em camundongos Swiss por
meio de passagens sucessivas intraperitoneais. A sus-
pensdo de células tumorais foi preparada com uma solu-
¢do salina balanceada com pH 7,4, até a obten¢ao final
de uma concentragio de 2x10° células vidveis/mL. Ca-
mundongos foram inoculados por via intraperitoneal no
dia 0 com 6x10® células tumorais/mL, em um volume de
0,2 mL. A viabilidade das células foi determinada pelo
método de exclusdo por azul de tripano. As culturas de
células derivadas do TAE foram coletadas por lavagem
peritoneal em camundongos, 8 a 10 dias apds o trans-
plante tumoral'®,

As células K -562 € TAE foram semeadas (2x10°
cels/mL; 100 pL/pogo), em triplicata, em microplaca de
96 pocos (Corning, USA), em meio de cultura RPMI
1640, suplementadas com 10% de soro bovino fetal e
expostas a diferentes concentragdes (0,062 a 2 mg/mL)
do extrato de P. granatum da folha e do fruto, por 24 h.
Foram adicionados 10 uL da solugdo de 5 mg/mL do
corante MTT em cada pogo. Apods exposigdo por 4 h, o
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meio de cultura foi removido e 80 pL de dimetilsulfoxi-
do que foram adicionados a cada pogo para solubiliza¢do
dos cristais de formazam. As placas foram agitadas cui-
dadosamente por 10 min e em seguida a absorbancia foi
medida no aparelho de ELISA a 570 nm. Foi avaliada
quanto ao seu potencial antitumoral in vitro e in vivo. Os
extratos dos frutos e das folhas P. granatum, foram dilu-
idos em salina com 5 % de Tween 80 e usados imedia-
tamente!'®,

Para os ensaios de atividade antiproliferativa in vitro,
foram utilizadas 9 linhagens de células tumorais huma-
nas: MCF-7 (mama), NCI-ADR/RES (ovario com feno-
tipo de resisténcia a multiplas drogas), UACC-62 (me-
lanoma), NCI-H460 (pulmao), PC-3 (prostata), HT29
(célon), OVCAR-03 (ovario), 786-0 (rim) e K562 (leu-
cemia). Estas linhagens foram cedidas pelo Instituto Na-
cional do Cancer (NCI/EUA), cultivadas em meio RPMI
1640, suplementado com 5% de soro fetal bovino inati-
vado (SFB), em atmosfera de 5% de CO, a 37 °C e am-
biente timido. A avaliagdo dos extratos brutos de 4. chi-
ca (com e sem fermentagdo) foi realizada em fibroblas-
tos de camundongos, linhagem 373, seguindo-se o pro-
tocolo descrito por JORGE et al, 2013%.

As células foram mantidas em DMEM — Minimum
Essencial Medium Eagle - modificado Dulbecco (Sigma),
suplementado com 10 % de soro fetal bovino (GIBCO),
1 % de solugdo de antibidtico (penicilina 1000 Ul/ml +
estreptomicina 250 mg/ml) e 1 % de L-glutamina 200
mM. Para determinar a viabilidade celular, foi utilizado
o corante vital Azul Tripano 0,4% (p/v), em PBS. A con-
tagem das células foi realizada em microscopio invertido
LEITZ, com a utilizagdo de um hemocitometro, preen-
chido com uma aliquota da suspensdo de células homo-
geneizada. A determinagdo da citotoxicidade foi feita
pelo método colorimétrico do MTT 10. A suspensdo
celular (105 células/mL)?’. As células foram mantidas
em DMEM, suplementado com 10% de soro fetal bovi-
no (GIBCO), 1 % de solugdo de antibidtico (penicilina
1000 UI/mL + estreptomicina 250 mg/mL) e 1% de
L-glutamina 200 mM.

A viabilidade celular foi determinada utilizando-se o
corante vital Azul Tripan (Merck) 0,4% (p/v), em PBS
11, e a contagem das células foram realizadas em mi-
croscopio invertido LEITZ, com a utilizagdo de um he-
mocitdmetro, preenchido com uma aliquota da suspen-
sdo de células homogeneizada. A citotoxicidade foi de-
terminada através do método colorimétrico do MTT 12.
Uma suspensdo celular (105 células/mL), preparada em
meio adaptado para cada linhagem celular, foi distribui-
da em placas de cultura com 96 pogos (225 pL em cada
po¢o), as quais foram incubadas por 24 h a 37 °C, com
atmosfera Umida enriquecida com 5% de CO,*. Os
EBEfPp ¢ EBEcPp foram diluidos em meio de cultura
celular RPMI-1640, suplementado com 10 % de soro
fetal bovino (SFB — Gibco, Grand Island, NY, EUA) e
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colocados em aparelho de ultrassom por um periodo de
50 min. O EBEfPp e o EBEcPp foram testados nas con-
centragdes de 0,001 mg.mL?!, 0,01 mgmL?, 0,1
mg.mL"' e 1 mg.mL"!

As células foram cultivadas em meio de cultura ce-
lular RPMI-1640 (pH 7,2-7,4), suplementado com 10 %
de SFB (Gibco, Grand Island, NY, EUA) e 0,1 % de
penicilina (10.000 Ul/mL)/estreptomicina (10 mg.mL").
As células de fibroblasto humano (HFF-1) foram roti-
neiramente subcultivadas usando 2,5 g.L-1 de solugdo de
tripsina-EDTA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA),
pois sdo células aderentes a garrafa de cultivo celular. As
células foram tratadas com 3 mL de tripsina e incubadas
em estufa contendo 95% de ar e 5% CO; a 37 °C por 5
min. (PIRES et al, 2011). As células tumorais Hep-2 e
HepG2 foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Médium) e suplementadas com 10 %
soro fetal bovino inativado e 1 % de antibiotico (Penici-
lina/ Estreptomicina). As células foram mantidas em
garrafas para cultura de tecido em estufa a 37 °C e at-
mosfera umidificada com 5% de CO>*.

As culturas de celulares HepG2 (linhagem de células
de cancer de figado) foram adquiridos a partir de Centro
Nacional de Ciéncias da pilha (NCCS). Soro Fetal de
Bovino (FBS), penicilina (100 Ul/mL), estreptomicina
(100 pg/ml) e anfotericina B (5 pg/mL) numa atmosfera
humidificada de 5 % de CO; a 37 °C até a confluéncia.
As células foram dissociadas com uma solugdo de TPVG
(0,2 % tripsina, 0,02 % de EDTA, 0,05 % de glucose em
PBS). (RATTAROM et al, 2010).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os resultados, o extrato bruto meta-
noélico (CME), inibiu o crescimento celular das trés li-
nhagens utilizadas nos ensaios biologicos. A fragdo me-
nos polar (diclorometano) CME1 apresentou a maior
atividade inibitdria entre as trés amostras, enquanto mais
polar (acetato de etila) CME2 menos ativa contra as li-
nhagens MCF-7 e NCI-H460 e foi inativa sobre as célu-
las A375-C5'°,

O extrato Erythroxylum suberosum mostrou um pos-
sivel efeito sensibilizador in vitro para o cancer de ca-
beca e pescoco. O efeito da citotoxicidade em linhagem
celulares ndo foi seletivo e ¢ muito semelhante ao efeito
de quimioterapia padrido. O extrato aquoso de
Erythroxylum suberosum, combinada com radioterapia
foi o extrato mais citotoxica para carcinomas orais e
hipofaringe. De acordo com resultado, houve aproxima-
damente 73 % de morte celular. Entre todos os trata-
mentos, a cisplatina foi menos toxico sob 8 Gy de radia-
¢do com células viaveis, 27% (Figura 3). Todos os tra-
tamentos foram agressivos para a linhagem celular de
queratindcitos (HaCaT). Os resultados que mostraram o
maior percentual de viabilidade celular foram os trata-
mentos ESH com cerca de 47%!!.
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O OSEME promoveu uma diminui¢do dependente da
dose sobre a viabilidade de todas as células. Este efeito
foi muito mais acentuado nas linhas de células tumorais
do que em células ndo tumorais. Um fendmeno foi reve-
lado pela dose de OSEME que promove a metade do
efeito maximo (IDso). Os resultados sdo apresentados em
tabelas e graficos®®. Atividade citotoxica para células
tumorais Hep-2 ICso 0,38+0,02 mg/mL e para HepG2
ICso 0,54+0,03 mg/mL. A cisplatina apresentou ICso
abaixo do extrato de salvia, porém para a obtengdo do
seu ICsp aumentou-se o tempo de exposi¢do em seis ho-
ras>,

Foram isolados o acido galico, galato de propila e o
biflavonoide (5,7-dihidroxi-2- (4 - hidroxifenil) — 3 - (3 -
(2,4 - dihidroxifenil) - 1- ( 4 - hidroxifenil) — 3 - oxopro-
pil) - 4H-cromen - 4- ona), a partir de raizes da Caesal-
pinia var. peltophodoires. Como o potencial anticancer
do 4cido gélico ja ¢ bem definido na literatura em diver-
sas linhagens de células tumorais. Apenas o galato de
propila e o biflavonoide foram submetidos aos testes
antitumorais. Apresentou um ICso de 48 + 1,60 uM sobre
a linhagem de células de hepatocarcionoma (HTC), valor
muito proximo da referéncia cisplatina. Os resultados
indicam que Caesalpinioflavona tem uma potencial ati-
vidade antiproliferativa em células HTC. As linhagens
celulares, (MCF-7) e (U251) apresentaram capacidade
de resposta, valor de ICsp = 236,4 = 25.3 pM e ICso =
228,9 +27.37 uM respectivamente!®.

Foi constatado que o tratamento com as fragdes me-
tandlicas, nas doses de 50 mg/kg de peso foi eficaz, ini-
bindo o crescimento tumoral. A porcentagem de inibi¢ao
para a fragdo metanolica estabilizada foi de 69,84% e de
68,25% para a fracdo metandlica ndo estabilizada.
(MOMESSO et al, 2009). Os dados indicaram que o
flavonoide morina e o extrato de oliveira diminuiram a
viabilidade celular para taxas percentuais de 7,22+
1,54% e 62,37+ 2,85% nas concentragdes de 800uM e
pg/mL, respectivamente. O CES50da cisplatina (55,87
+1,10uM) é 4 vezes menor que o CEsyp da morina
(220,30 +1,08uM), sendo portanto, mais ativa, Tabela
01%.

As maiores taxas percentuais de morte celular por
apoptose foram100% para morina na concentragdo de
800uM, figura 1 e 70,49 + 5,91% para o extrato de Oli-
veira na concentracdo de 800 pg/mL. Estes resultados
foram associados com a alteragdo do potencial de mem-
brana mitocondrial, cujos valores sdo de 54,91% para
morina na concentragdo de 400uM e 42,2% para o ex-
trato de Oliveira na concentra¢do de 800 pg/mL suge-
rindo envolvimento da via intrinseca da morte celular
por apoptose. Portanto, morina e o extrato de oliveira
afetaram a viabilidade celular da linhagem H460 indu-
zindo morte celular por apoptose?’.

Os resultados dos estudos in vitro demonstraram uma
redugdo na viabilidade das células K-562 ¢ do TAE,
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concentragdo-dependente, nos métodos investigados,
Figura2e 3.

Tabela 1. CES0 (uM) da morina e do extrato de oliveira sobre a viabi-
lidade celular baseado no ensaio de citotoxicidade celular por MTT.

Drogas Testadas CE50H460
Morina (uM) 220,30£1,08
Extrato de Oliveira (nug/mL) >800
Cisplatina (UM) 55,87£1,10
Fonte: Pereira, 2015.
w " Hig0 (48)
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Figura 1. Avaliagdo da liberacdo da LDH (desidrogenase lactica).
Células da linhagem H460 foram tratadas com diferentes concentra-
¢des do composto morina e extrato de oliveira durante 48 horas e ava-
liadas quanto a quantidade de LDH liberada (n=3). O zero significa o
controle negativo do teste (células e meio de cultivo). A concentragido
de DMSO foi de 1%. *P<0.05.

Os resultados in vivo demonstraram aumento da so-
brevida dos animais portadores do TAE tratados, de
forma dose-dependente. Em paralelo, observou-se dimi-
nui¢do do numero de células tumorais na cavidade peri-
toneal dos animais portadores e tratados. Dessa forma,
os dados apresentados revelaram que o extrato de P.
granatum possui atividade antitumoral in vitro e in vivo
em paralelo a redugdo da angiogénese peritoneal. Estes
resultados estdo representado em forma de imagem e
graficos'®.

K562 MTT

Viabilidade %

]| 1 1 19
mg,l’ml == ol 0 ==t JEL

Figura 2. Viabilidade celular de células K-562 apos 24 h de exposigdo

a diferentes concentra¢des do extrato da folha e do fruto de P. grana-

tum (0,062 a 2 mg/mL) pelo método de redugdo do corante metiltetra-
zolium.



Camara et al. / Uninga Review

Este estudo contribuiu com dados relevantes para a
padronizagdo da matéria-prima vegetal, contribuindo
para a compreensdo dos pardmetros necessarios ao pro-
duto para atender as necessidades de eficacia, seguranca
e reprodutibilidade imprescindiveis ao desenvolvimento
de medicamentos fitoterapicos. O rendimento da extra-
¢do final sem tratamento com enzima era mais elevada
(4,28%) em comparagdo com o material tratado com
enzima (19,03%), com uma razdo de antocianina agli-
conas melhoradas, tal como determinado por HPLC-
DAD ¢ LC - MS com a infusio direta®.

Viabilidade %

mg/ml

iy Fpllih 308 o e Fruba ik
Figura 3. Viabilidade celular de células asciticas do Tumor de Ehrlich
apos 24 h de exposi¢do a diferentes concentragdes do extrato da folha e
do fruto de P. granatum (0,062 a 2 mg/mL) pelo método de redugdo do
corante metiltetrazolium.

Os extratos de acetona e de metanol da raiz mostra-
ram atividade significativa frente as células NCI-H292.
Células HEp-2 ndo foram sensiveis aos extratos de P.
barbatus. A 1Cs¢ foi determinada a partir de uma regres-
sdo linear, relacionando-se o percentual de inibigdo ce-
lular em fungéo do logaritmo das concentragdes testadas
(p<0,01)*,

Extratos brutos de L. alba produzidos a partir de raiz,
caule e folhas, mostraram atividades citotoxicas signifi-
cativas frente as duas linhagens celulares. As células
NCIH292, foram mais sensiveis ao extrato cloroformico
da raiz, enquanto as células HEp-2, foram mais sensiveis
ao extrato etanodlico das folhas (Figuras 4 e 5). O extrato
etanolico da folha mostrou-se mais citotoxico frente as
células HEp-2 com Clsp igual 8,17 pg/mL, tabela 2. Para
as células NCI-H292 observou-se que o extrato cloro-
formico da raiz foi o mais citotoxico, com ICsy igual
4,64 ng/mL. Os constituintes com maiores agdes anti-
neoplasica estdo presentes, principalmente, na raiz e
folhas da espécie®.

Seguindo bioensaio guiada isolamento, 17BH - ne-
riifolin foi isolado como um potencial agente anti-cancro
da folha C. Odollam. Ele mostrou potente atividade an-
titumoral com valores de ICso de 17, 21, 28, 32 € 24 nm
contra MCF7, T47D, SKOV3, CaOV3 e linhagem de
células Vero, respectivamente. (SYARIFAH et al, 2011).
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Figura 4. Determinagdo da Cls para o extrato cloroférmico da raiz de
Lippia alba (Mill.) N.E. Brown frente a célula NCI-H292, a parti da
regressao linear, relacionando o percentual de inibigdo do crescimento
celular, em fungdo do logaritmo das concentragdes testadas (50, 25,
12,5 e 6,25 pg/mL), admitindo-se um intervalo de confianga de 99%
(p<0,01),
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Figura 5. Determinagdo da Cls, para o extrato etandlico da folha de
Lippia alba (Mill.) N.E. Brown frente a célula HEp-2, a parti da re-
gressdo linear, relacionando o percentual de inibigdo do crescimento
celular, em fungdo do logaritmo das concentragdes testadas (50, 25,
12,5 e 6,25 pg/mL), admitindo-se um intervalo de confianga de 99%
(p<0,01),

Os resultados sugerem que essa planta tem atividade
citotoxica em células tumorais, embora esta atividade
também tenha sido observada em células normais. Assim,
torna-se necessario proceder a estudos mais detalhados,
ja que a planta se mostrou promissora no que diz respei-
to a atividade antitumoral’2.

As analises foram pelo teste de Tukey no programa
SPSS v.19. O extrato hidroalcodlico de Salvia officinalis
L. mostrou atividade citotoxica para células tumorais
Hep-2 1Cso 0,3840,02 mg/mL e para HepG2 ICs
0,54+0,03 mg/mL em comparagdo ao controle negativo,
ficando acima do ICs obtido para seus controles positi-
vos. A cisplatina apresentou ICso abaixo do extrato de
Salvia, porém para a obtengdo do seu ICso aumentou-se
o tempo de exposigdo em seis horas'*.

Tabela 2. Atividade citotoxica de extratos de Lippia 163lba (Mill.)
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N.E. Brown e da vincrisitina frente as células Hep-2 e NCI-H292.[ *
Valores considerados significativos]

Linhagens celulares Clso(pg/mL)

Extratos Hep-2
NCI-H292

Raiz hexano >30 >30
Cloroférmio 11,51* 4,64*
Acetona >30 16,30*
Etanol >30 11,43*
Metanol >30 >30
Agua >30 >30
Caule hexano >30 >30
Cloroformio >30 19,74*
Acetona >30 >30
Etanol >30 >30
Metanol >30 >30
Agua >30 >30
Folha hexano >30 25,12*
Cloroformio >30 >30
Acetona >30 >30
Etanol 8,17* >30
Metanol 14,44* >30
Agua >30 >30
Vincristina 0,00279 0,0438

Fonte: Costa, 2004.

Os compostos puros, plumbagina exibiram a maior
atividade citotoxica contra COR- L23, A549 ¢ MRC5
com valores de ICso de 0,36, 0,59 e 2.17ug /mL, respec-
tivamente, e piperina gingerol exibiram atividades cito-
toxicas contra CORL23 mais do que A54936.

O extrato etandlico de flores de Cassia auriculata foi
testado para a atividade anticancer STI contra linhagem
de células HePG2 de cancer de figado por ensaio MTT.
O valor CTCsy da amostra foi 352.4 pug/ml contra linha-
gem celulares de cancro do figado HePG2. Os resultados
observados foram significativos, provando assim o uso
da planta no sistema tradicional da medicina®’.

5. CONCLUSAO

Em consideracdo as consultas nas bases de dados,
foram possiveis observar um numero significativo de
espécies vegetais com acdo anticancer. Atualmente, os
modelos experimentais in vitro, como a cultura de célu-
las, sdo amplamente desenvolvido para novas descober-
tas de tratamentos relacionadas para cancer. Os métodos
de extragdo ¢ obtengdes de fragdes das espécies vegetais
com diferentes tipos de solventes sdo muito semelhante
com rendimentos muito diferentes. Sendo grande parte
das agOes com extratos brutos em concentragdes mini-
mas das espécies investigadas.
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