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RESUMO: Os produtos naturais por geragoes tém sido utilizados no mundo para
cura de doencas. O Brasil possui ampla diversidade vegetal de plantas medicinais,
sendo muitas ainda nao estudadas, o que representa um grande potencial para a
descoberta de novos farmacos que possam combater doencas como, por exemplo,
0 cancer. A maior parte das plantas possuem metabdlitos secundarios capazes de
apresentar propriedades de diminuicao da proliferacao celular de linhagens
tumorais. Portanto, este projeto teve o0 objetivo de estudar in vitro o potencial
antiproliferativo dos extratos das folhas de Guapira noxia e suas fracoes em
linhagens de células tumorais hepaticas. Primeiramente, houve preparacao do
extrato por maceracgao utilizando solvente/agua (7:3, v/v), em seguida foi realizado
o cultivo da linhagem celular em meio apropriado com 10% de soro fetal bovino
(SFB). Posteriormente foi feito o preparo de formulacoes do extrato para avaliacao
da citotoxidade, no qual foi observado que os extratos testados desta planta
possuem atividade antiproliferativa frente a linhagem celular de carcinoma
hepatico.

PALAVRAS-CHAVE: Produtos naturais, cancer, Guapira noxia, propriedades
antiproliferativas.

1. INTRODUCAO

Produtos naturais desempenham um papel fundamental na descoberta e
desenvolvimento de medicamentos para o tratamento de doencas humanas. O
conhecimento sobre determinados produtos naturais por diversas vezes torna-se a
Unica alternativa terapéutica de muitas comunidades. Nos (ltimos anos tém-se
ressaltado um significativo interesse no potencial de cura de plantas medicinais
(YUNES, 2001), evidenciando o fato que cerca de 30% das drogas prescritas no
mundo sao obtidas direta ou indiretamente das plantas (KOEHN & CARTER, 2005).

63



No Brasil varias enfermidades sao tratadas a partir deste tipo pratica
terapéutica alternativa, e também ha a descoberta de produtos naturais que
possibilitam o desenvolvimento de novos farmacos, que vem sendo enfatizada pela
indlstria farmacéutica (SOUSA et al., 2011; GEARY et al., 2012). Medicamentos
tradicionais tém sido investigados cientificamente sobre sua validade biolégica,
comprovando que muitos realmente tém efeitos anticancerigenos potentes
(NEWMAN, 2010).

A flora brasileira possui ampla diversidade de plantas que nao foram
avaliadas quanto a seu potencial quimico-biolégico, e sabe-se que as plantas
possuem metabolitos secundarios, como a classe de flavonoides, no qual recentes
estudos demonstram a importdncia desta classe quanto a atividade
anticancerigena (RINALDO, 2007).

Plantas do género Guapira sao neotropicais totalizando quase 70 espécies,
e ocorrem do sul dos Estados Unidos (sul da Flérida) ao norte da Argentina,
pertencentes a familia Nyctaginaceae. Podendo ser localizada em todas as regioes
do Brasil, porém possui baixa incidéncia na regiao amazoénica (FURLAN et al.,
2008).

A planta Guapira noxia (G. noxia) € popularmente conhecida como Joao-
mole-do-campo. Sendo arvores de pequeno porte de 2 a 4 m de altura, que
apresenta carater dioico, folhas simples e forradas por pilosidades ferrugineas em
suas gemas apicais (DURIGAN et al., 2004; FURLAN, 1996). Ensaios
farmacolégicos  evidenciaram  atividade  antidlcera,  antimicrobiana e
imunomodulatéria apresentada pela acao dos extratos metandlicos de G. noxia
(SEVERI, 2007). A triagem fitoquimica de G. noxia averiguou e constatou as
principais classes de metabdlitos secundarios presentes: esteroides, triterpenos,
compostos fendlicos, flavonoides e saponinas (SEVERI, 2007).

Metabolitos secundarios como a classe de flavonoides, compostos
polifendlicos encontrados em muitas plantas e tém uma ampla gama de efeitos
biologicos. Sendo identificados efeitos antiproliferativos, anti-invasivos e pro-
apoptoticos, e por isso tém sido intensamente estudadas em respeito aos seus
efeitos benéficos em muitas doencas humanas, tais como o cancer (AMADO et al.,
2009; SENDEROWICZ, 2003; WENZEL, 2000).

O cancer é uma doenca genética complexa que compreende caracteristicas
especificas como: sinalizacao proliferativa, evasao de supressores de crescimento,
resisténcia a morte celular programada; o que permite a imortalidade replicativa,
inducao de angiogénese, ativacao de invasao e metastase, reprogramacao do
metabolismo energético e evasao da destruicao imunitaria (HANAHAN, 2011).
Segundo a Organizacao Mundial da Saude (OMS), o impacto global do céancer
aumentou em mais que o dobro nos ultimos 30 anos. Estima-se que em 2008
havia cerca de 12 milhdes de novos casos de cancer e sete milhGes de mortes em
todo o mundo. Projecoes futuras indicam que a mortalidade por cancer continuara
a subir, atingindo 11,4 milhdes em 2030 (INCA, 2009). O estudo dos produtos
naturais tem sido a Unica estratégia de maior sucesso para a descoberta de novos
medicamentos utilizados em terapias antitumorais, sendo que mais de dois tercos
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das drogas utilizadas no tratamento do cancer vir diretamente a partir de produtos
naturais, ou que sao desenvolvidas utilizando o conhecimento adquirido a partir da
atividade de seus componentes (EFFERTH, 2010).

O carcinoma hepatocelular (CHC) € uma das causas mais comuns de
mortalidade relacionada ao cancer em todo o mundo (FORNER et al., 2012). O CHC
€ um dos tumores malignos mais frequentes, responsavel por uma morbidade que
aumenta anualmente em todo o globo (tendendo aumentar para cerca de 625 mil
pacientes mortos por ano), ocupando o quinto mais ocorrente dos tumores
malignos. Além disso, o nimero de pacientes que tém morrido com CHC é perto de
600 mil por ano, ocupando este o terceiro lugar dos tumores relacionados a casos
de morte (JENG et al., 2014; MAIDA et al., 2014).

Neste trabalho foi avaliado o potencial antiproliferativo, dos extratos da
espécie Guapira noxia que se demonstraram eficazes para diminuir a proliferacao
in vitro de células tumorais hepaticas.

2. METODOLOGIA

As folhas da espécie G. noxia foram coletadas e identificadas conforme a
metodologia descrita por Severi (2007). A planta foi coletada no estado de Séao
Paulo em parceria com grupo de pesquisa da UNESP Campus de Bauru, SP. Os
materiais vegetais secos foram pulverizados em um moinho de facas, os pos
obtidos foram armazenados em frascos ambares devidamente rotulados.

O preparo dos extratos foi efetuado pelo procedimento de maceracao com
metanol (ou cloroférmio) 70% (v/v), utilizando-se a proporcao de 1:3 (p/v), sendo
que por trés vezes, por 72 h cada, havia troca da mistura extratora. Ao fim desta
etapa, os extratos foram filtrados em papel filtro (Whatman n°1). O solvente foi
evaporado a 40°C através de evaporador rotativo (Marconi - MA-120) acoplado a
bomba de vacuo (Marconi - MA 057/1) e, para retirada completa do solvente o
extrato passou por processo de liofilizagao caso fosse preciso. Por fim, o extrato foi
guardado em vidro ambar coberto por papel aluminio e conservado em dessecador
até o preparo das solugcdes em diferentes concentracées adaptando-se a
metodologia de Severi (2007).

A linhagem celular usada neste estudo foi a HepG2, uma linhagem tumoral
de cancer hepatico.

A linhagem foi cultivada em meio apropriado com 10% de soro fetal bovino
(SFB) em frascos de cultura de 75 cm?2 de polietileno na densidade média de
1x108, a 37°C, 5% de CO2 e 95% de umidade, até alcancarem confluéncia. Apos
confluéncia de cerca de 100% ser alcancada, as células foram tripsinizadas
(solucao tripsina 0,05% / EDTA 0,53 mM), e em seguida plaqueadas em placas de
96 pocos para realizacao dos experimentos de viabilidade celular.

Os extratos inicialmente foram dissolvidos em Dimetilsulfoxido (DMSOQ), por
este ser um veiculo mais adequado ao cultivo celular. Ao término os extratos foram
utilizados para o preparo de formulacoes através de diluicoes seriadas, diluindo-se
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1g de extrato em 10mL de DMSO. A partir desta concentracao de 0,1 g/mL, foi
preparada a primeira formulacdo com concentracao de 100 mg/uL. Desta
formulacdo retirou-se 500 pL para o preparo da concentracao seguinte,
completando com mais 500 yL de DMSO, obtendo-se a concentracao de 50 mg/ulL.
Prosseguiu-se com o preparo das formulacbes no qual se retirava 500 yL da
concentracao anterior e se adicionava 500 pL de DMSO até o preparo de todas as
concentracoes.

O nimero de células metabolicamente ativas foi avaliado pelo ensaio de
XTT. Este ensaio baseia-se na capacidade das células cultivadas em reduzir o sal
de tetrazélio XTT em compostos coloridos de formazan. O corante formado pode ter
sua absorbancia determinada em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de
450-500 nm. A absorbancia €& proporcional ao numero de células ativas
metabolicamente. Para este ensaio, as células em culturas de monocamadas
foram cultivadas nas condicdes descritas acima em placas de cultura de 96 pocos.
No qual para cada poco, 180 uL da suspensao celular, contendo 7.500 células
foram acrescidos de 20 pL da solucao preparada com 95 pL de meio DMEM com
acréscimo de 5 yL de diluicoes (separadamente) dos extratos da espécie G. noxia
em diferentes concentracoes avaliadas.

As células que foram tratadas apenas com o veiculo (DMSO) foram
utilizadas como controle. O experimento foi incubado por 48h, em triplicata. Ap6s
passado o tempo de incubacao, houve adicao de 50 pL do reagente XTT, em
seguida as células foram incubadas por 3 h a 37°C. Em seguida a placa foi
levemente agitada para distribuir o corante e medir a absorbancia das amostras
com um espectrofotbmetro no comprimento de onda de 450-500 nm. Células
tratadas apenas com o veiculo foram utilizadas como controle negativo (“branco”),
correspondendo a 100% de sobrevivéncia. Para o calculo da inibicao foi realizado a
média de cada triplicata, e assim tendo como parametro a porcentagem de células
vivas do controle.

A estimativa da concentracao que inibe 50% do crescimento celular (IC50)
foi calculada em programa para analise estatistica OriginPro 8, utilizando ajuste de
curva nao-linear, segundo o modelo de Boltzamnn. A estimativa foi feita da menor
até a maior concentracao.

3. RESULTADOS

Foram preparados extratos metandlico (MeOH) e cloroféormicos (CHCI3),
totalizando dois extratos testados. De cada um desses extratos, foram preparadas
solucoes em microtubos de 1,5 na concentracao de 0,1 grama de extrato para
cada 1 mL de DMSO. As diferentes de cada extrato sao apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1. Resultados da quantidade em gramas de extrato e volume de DMSO utilizados para
preparo da concentracao de 0,1g/mL em cada extrato vegetal.

Planta Quantidade de Volume de DMSO
extrato(g) (mL)
G. noxia (MeOH) 0,120g 1,20mL
G. noxia (CHCls) 0,101g 1,01mL

A linhagem celular HepG2 foi cultivada com eficacia e livre de contaminacao
de microrganismos.

As concentracoes das formulagdes foram preparadas com Sucesso,
obtendo-se as fracoes resultantes das diluicoes seriadas (extrato/DMSO0), sendo:
100 mg/uL, 50 mg/uL, 25 mg/uL, 12,5 mg/uL, 6,25 mg/uL e 3,125 mg/ L.

Nos testes de citotoxicidade foram os extratos foram aplicados
individualmente para avaliacdo da atividade antiproliferativa, no qual os extratos
foram diluidos 20 vezes adicionando-se 5 pL das formulacoes preparadas nas
diluicoes seriadas citadas acima em 95 uL do meio utilizado (DMEM), e como em
seguida foram retirados 20 uL desta solucao e adicionado aos 180 uL de meio com
cerca 7.500 células em cada poco, 0 que resulta em mais 10 vezes de diluicao do
extrato diluido em DMSO, completando um volume total de 200 pL. Desta maneira
as diluicbes seriadas (extrato/DMS0O) 100 mg/uL, 50 mg/uL, 25 mg/uL, 12,5
mg/uL, 6,25 mg/uL e 3,125 mg/uL respectivamente, foram testadas em triplicatas
gerando as seguintes concentracoes: 500 ug/mL, 250 pg/mL, 125 ug/mL, 62,5
pg/mL, 31,25 ug/mL e 15,625 ug/mL.

Na analise da citotoxicidade do extrato metandlico de G. noxia demonstrada
na figura 1, as inibicoes variam de 22,99% a 98,28%, da menor a maior
concentracao. Nos quais nas trés ultimas concentragdes, as inibicoes se
mantiveram entre 20 a 30%, e nas 3 primeiras todas as inibicoes ficaram acima de
90%.

67



C.v=100%

18 1

CV=7701%
CV=7183% CV=7340% P.l= 2299%
P1=2817% PI1= 2660

16 1

14 1

1.2 1

08

06 +

Células viavéis (Absorbancia)

04 1 CV=824%
PI= 91,76%
| cv=172% Cv=173%
PI=9828% PI= 9821%

o + — " — — r e
S00 pg/mL 250 pg/mL 125 pg/mL 62,5pug/mL  31,2S5pg/mL 15,625 pug/mL Controle
Concentragido do extrato (pg/mL)

Figura 1. A atividade antiproliferativa do extrato metandlico é apresentada no grafico, através das
porcentagens de inibi¢ao (P.l) e de células viaveis (C.V) de acordo com a leitura de absorbancia,
tendo um controle sem concentracao de extrato para comparativo.

No teste antiproliferativo ilustrado na figura 2, do extrato cloroférmico de G.
noxia, nas concentracoes de 500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL e 62,5 pg/mL
ocorre inibicao acima de 77% em todas as amostras, enquanto nas amostras de
62,5 pyg/mL e 15,625 ug/mL a inibicao permanece em torno de 25% e
aproximadamente 28%.

25
C.V= 100%
2
CV=7473%
= CV=72,10% PI =2527%
= PI =27,90%
& 1.5 |
€
=3
2
=
=
2
2
©
>
w
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b P.1 =77,379
oE - cv=1315% e
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0 | — |

S00 pg/mL 250 pug/mL 125 pg/mL 62,Sug/mL 31,25 ug/mL 15,625 ug/mL  Controle
Concentragio do extrato (pg/mlL)

Figura 2. A atividade antiproliferativa do extrato cloroférmico é apresentada no grafico, através das
porcentagens de inibi¢ao (P.l) e de células viaveis (C.V) de acordo com a leitura de absorbancia,
tendo um controle sem concentracao de extrato para comparativo.

Na estimativa do IC50 do extrato metanédlico (EMeOH) de G. noxia
demonstrada na figura 3, foi encontrado um IC50 equivalente a 80,30 yg/mL a
partir da analise estatitica utilizando ajuste de curva nao-linear, segundo o modelo
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de Boltzamnn (y = A2 + (A1-A2)/(1 + exp((x-x0)/dx)). A significancia estatitica foi de
p=0,0043, com coeficiente de determinacao equivalente (R?) a 0,9299.

[ y=A2+ (A1-A2)/(1 + exp((x-x0)/dx) ]
100 - ]
2=10,9299
80 —
.
.
60 —
> IC,, = 80,304
G e
xR 40 -
20 H
0 4 - -
T T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500

[IEMeOH G. noxia

Figura 3. Regressao polinomial de resposta da porcentagem de células viaveis (%C.V) sob efeito das
concentracoes do extrato metanélico (E MeOH) de Guapira noxia. ICso: Concentragao de inibicao
média. R2 coeficiente de correlacao.

No calculo do IC50 do extrato cloroférmico (ECHCI3) de G. noxia foi
encontrado um IC50 equivalente a 41,67 pg/mL (Figura 4). A significancia
estatitica foi de p=0,0028, com coeficiente de determinacao equivalente (R2?) a
0,953.

[y = A2+ (A1-A2)/(1 + exp((x-x0)/dx)]

100 ]

% C.V

T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500
[1ECHCI, G. noxia

Figura 4. Regressao polinomial de resposta da porcentagem de células viaveis (%C.V) sob efeito das
concentracoes do extrato cloroférmico (ECHCI3) de Guapira noxia. IC50: Concentracao de inibicao
média. R2: coeficiente de correlacao.

4. DISCUSSAO

O cultivo das células nas placas de 96 pocos contendo triplicatas das
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diferentes concentracoes dos extratos foi realizado durante 48 horas. ApOs esse
periodo, as células foram analisadas em microscopio para descartar a
possibilidade de contaminacao de fungos ou bactérias, o que prejudicaria a
interpretacao dos resultados. Foi possivel observar pelo microscopio a auséncia de
contaminacao e também a diferenca qualitativa da viabilidade das células nos
diferentes tratamentos. Embora esse tipo de observacao permita notar a
mortalidade das células, o teste de citotoxicidade pelo ensaio de XTT é
extremamente necessario para que se tenham dados quantitativos que informem
sobre a quantidade de células viaveis diante as diferentes concentracoes, e
principalmente sobre o declinio do metabolismo celular. Utilizando o ensaio de XTT
foi possivel observar que os extratos apresentam atividade antiproliferativa frente a
linhagem celular tumoral HepG2, conforme nas figuras 1 e 2.

Foi identificado em G. noxia que em sua composicao ha compostos
nitrogenados, hemiterpeno e saponina (SEVERI 2010). O que fortemente indica que
o efeito inibidor obtido pelas concentragoes, possa ter sido acarretado pela indugao
da morte celular por saponina. As inibicoes ocorrentes nos dois extratos
evidenciam que G. noxia possui compostos que possuem ampla capacidade de
reducao da proliferacao celular na linhagem celular HepG2.

Na avaliagao in vitro dos extratos, nos resultados apresentados, foi
verificado que os extratos cloroférmicos apresentaram potencial de inibicdo mais
notavel do que os extratos metandlicos, conforme demonstrado no teste
estatistico, a partir do calculo dos valores de IC50. Tais diferencas nos potenciais
citotoxicos podem ocorrer porque em sua maioria, os metabolitos secundarios além
de possuirem estruturas complexas, variam quanto seu peso molecular,
apresentam-se em menores concentragoes e variam de acordo com 0s grupos de
plantas, e apresentando principalmente atividades biologicas de intensidades
diferentes (BERG E LUBERT, 2008).

O extrato metandlico apresentou IC50 de 80, ug/mL, enquanto o extrato
cloroféormico atingiu IC50 de 41,67 pg/mL, sendo este mais indicado para um
processo de futuro fracionamento para analises de fragdes e busca da otimizacao
da atividade do extrato, pois extratos que apresentam valores de IC50 < 30ug/mL
sao considerados ativos (Itharat et al., 2004).

Os resultados encontrados neste trabalho encorajaram novas pesquisas
para isolamento e rastreamento dos compostos responsaveis pelas inibicoes, e
também a busca sobre as vias metabdlicas nos quais estes compostos atuam.

5. CONCLUSAO

Neste trabalho pode-se concluir através do ensaio de XTT que os extratos
cloroférmicos e metanélicos desta planta utilizada possuem atividade citotoxica e
antiproliferativa sobre a linhagem celular de carcinoma tumoral HepG2. Sendo que
os extratos cloroformicos de G. noxia sao mais evidenciados quanto a sua atividade
antitumoral.
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studied, which represents a great potential for the discovery of new drugs that can
combat diseases such as cancer. Plants have secondary metabolites that may be
able to present properties for decrease of cell proliferation of tumor cell lines.
Therefore, this project aimed to study the potential antiproliferative in vitro of
extracts of leaves of Guapira noxia and its fractions in liver tumor cell lines. First,
there was preparation of the extract by maceration using solvent/water (7:3, v/v),
then the cultivation of cell line in suitable medium with 10% fetal bovine serum
(SFB). It was later made the preparation of extract formulations for cytotoxicity
evaluation, in which it was observed that the tested extracts of this plant possess
antiproliferative activity front of hepatic carcinoma cell line.

KEYWORDS: natural products, cancer, Guapira noxia, antiproliferative properties.
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