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RESUMO: Os produtos naturais por gerações têm sido utilizados no mundo para 
cura de doenças. O Brasil possui ampla diversidade vegetal de plantas medicinais, 
sendo muitas ainda não estudadas, o que representa um grande potencial para a 
descoberta de novos fármacos que possam combater doenças como, por exemplo, 
o câncer. A maior parte das plantas possuem metabólitos secundários capazes de 
apresentar propriedades de diminuição da proliferação celular de linhagens 
tumorais. Portanto, este projeto teve o objetivo de estudar in vitro o potencial 
antiproliferativo dos extratos das folhas de Guapira noxia e suas frações em 
linhagens de células tumorais hepáticas. Primeiramente, houve preparação do 
extrato por maceração utilizando solvente/água (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 formulações do extrato para avaliação 
da citotoxidade, no qual foi observado que os extratos testados desta planta 
possuem atividade antiproliferativa frente à linhagem celular de carcinoma 
hepático.  
PALAVRAS-CHAVE: Produtos naturais, câncer, Guapira noxia, propriedades 
antiproliferativas. 
 
 
1. INTRODUÇÃO  
 

Produtos naturais desempenham um papel fundamental na descoberta e 
desenvolvimento de medicamentos para o tratamento de doenças humanas. O 
conhecimento sobre determinados produtos naturais por diversas vezes torna-se a 
única alternativa terapêutica de muitas comunidades. Nos últimos anos têm-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 são obtidas direta ou indiretamente das plantas (KOEHN & CARTER, 2005).  
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No Brasil várias enfermidades são tratadas a partir deste tipo prática 
terapêutica alternativa, e também há a descoberta de produtos naturais que 
possibilitam o desenvolvimento de novos fármacos, que vem sendo enfatizada pela 
indústria farmacêutica (SOUSA et al., 2011; GEARY et al., 2012). Medicamentos 
tradicionais têm sido investigados cientificamente sobre sua validade biológica, 
comprovando que muitos realmente têm efeitos anticancerígenos potentes 
(NEWMAN, 2010). 

A flora brasileira possui ampla diversidade de plantas que não foram 
avaliadas quanto a seu potencial químico-biológico, e sabe-se que as plantas 
possuem metabólitos secundários, como a classe de flavonoides, no qual recentes 
estudos demonstram a importância desta classe quanto à atividade 
anticancerígena (RINALDO, 2007). 

Plantas do gênero Guapira são neotropicais totalizando quase 70 espécies, 
e ocorrem do sul dos Estados Unidos (sul da Flórida) ao norte da Argentina, 
pertencentes à família Nyctaginaceae. Podendo ser localizada em todas as regiões 
do Brasil, porém possui baixa incidência na região amazônica (FURLAN et al., 
2008). 

A planta Guapira noxia (G. noxia) é popularmente conhecida como João-
mole-do-campo. Sendo árvores de pequeno porte de 2 a 4 m de altura, que 
apresenta caráter dioico, folhas simples e forradas por pilosidades ferrugíneas em 
suas gemas apicais (DURIGAN et al., 2004; FURLAN, 1996). Ensaios 
farmacológicos evidenciaram atividade antiúlcera, antimicrobiana e 
imunomodulatória apresentada pela ação dos extratos metanólicos de G. noxia 
(SEVERI, 2007). A triagem fitoquímica de G. noxia averiguou e constatou as 
principais classes de metabólitos secundários presentes: esteroides, triterpenos, 
compostos fenólicos, flavonoides e saponinas (SEVERI, 2007).  

Metabolitos secundários como a classe de flavonoides, compostos 
polifenólicos encontrados em muitas plantas e têm uma ampla gama de efeitos 
biológicos. Sendo identificados efeitos antiproliferativos, anti-invasivos e pró-
apoptóticos, e por isso têm sido intensamente estudadas em respeito aos seus 
efeitos benéficos em muitas doenças humanas, tais como o câncer (AMADO et al., 
2009; SENDEROWICZ, 2003; WENZEL, 2000). 

O câncer é uma doença genética complexa que compreende características 
específicas como: sinalização proliferativa, evasão de supressores de crescimento, 
resistência a morte celular programada; o que permite a imortalidade replicativa, 
indução de angiogênese, ativação de invasão e metástase, reprogramação do 
metabolismo energético e evasão da destruição imunitária (HANAHAN, 2011). 
Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), o impacto global do câncer 
aumentou em mais que o dobro nos últimos 30 anos. Estima-se que em 2008 
havia cerca de 12 milhões de novos casos de câncer e sete milhões de mortes em 
todo o mundo. Projeções futuras indicam que a mortalidade por câncer continuará 
a subir, atingindo 11,4 milhões em 2030 (INCA, 2009). O estudo dos produtos 
naturais tem sido a única estratégia de maior sucesso para a descoberta de novos 
medicamentos utilizados em terapias antitumorais, sendo que mais de dois terços 
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das drogas utilizadas no tratamento do câncer vir diretamente a partir de produtos 
naturais, ou que são desenvolvidas utilizando o conhecimento adquirido a partir da 
atividade de seus componentes (EFFERTH, 2010).  

O carcinoma hepatocelular (CHC) é uma das causas mais comuns de 
mortalidade relacionada ao câncer em todo o mundo (FORNER et al., 2012). O CHC 
é um dos tumores malignos mais frequentes, responsável 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 número de pacientes que têm 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 proliferação 
in vitro de células tumorais hepáticas. 

 
 

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 São 
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 pós 
obtidos foram armazenados em frascos âmbares devidamente rotulados. 

O preparo dos extratos foi efetuado pelo procedimento de maceração com 
metanol (ou clorofórmio) 70% (v/v), utilizando-se a proporção de 1:3 (p/v), sendo 
que por três 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 40ºC através de evaporador rotativo (Marconi – MA-120) acoplado a 
bomba de vácuo (Marconi – MA 057/1) e, para retirada completa do solvente o 
extrato passou por processo de liofilização caso fosse preciso. Por fim, o extrato foi 
guardado em vidro âmbar coberto por papel alumínio e conservado em dessecador 
até o preparo das soluções em diferentes concentrações adaptando-se a 
metodologia de Severi (2007). 

A linhagem celular usada neste estudo foi a HepG2, uma linhagem tumoral 
de câncer hepático. 

A linhagem foi cultivada em meio apropriado com 10% de soro fetal bovino 
(SFB) em frascos de cultura de 75 cm2 de polietileno na densidade média de 
1x106, a 37oC, 5% de CO2 e 95% de umidade, até alcançarem confluência. Após 
confluência de cerca de 100% ser alcançada, as células foram tripsinizadas 
(solução tripsina 0,05% / EDTA 0,53 mM), e em seguida plaqueadas em placas de 
96 poços para realização dos experimentos de viabilidade celular. 

Os extratos inicialmente foram dissolvidos em Dimetilsulfóxido (DMSO), por 
este ser um veículo mais adequado ao cultivo celular. Ao término os extratos foram 
utilizados para o preparo de formulações através de diluições seriadas, diluindo-se 
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1g de extrato em 10mL de DMSO. A partir desta concentração de 0,1 g/mL, foi 
preparada a primeira formulação com concentração de 100 mg/µL. Desta 
formulação retirou-se 500 µL para o preparo da concentração seguinte, 
completando com mais 500 µL de DMSO, obtendo-se a concentração de 50 mg/uL. 
Prosseguiu-se com o preparo das formulações no qual se retirava 500 µL da 
concentração anterior e se adicionava 500 µL de DMSO até o preparo de todas as 
concentrações. 

O número de células metabolicamente ativas foi avaliado pelo ensaio de 
XTT. Este ensaio baseia-se na capacidade das células cultivadas em reduzir o sal 
de tetrazólio XTT em compostos coloridos de formazan. O corante formado pode ter 
sua absorbância determinada em espectrofotômetro no comprimento de onda de 
450-500 nm. A absorbância é proporcional ao número de células ativas 
metabolicamente. Para este ensaio, as células em culturas de monocamadas 
foram cultivadas nas condições descritas acima em placas de cultura de 96 poços. 
No qual para cada poço, 180 μL da suspensão celular, contendo 7.500 células 
foram acrescidos de 20 μL da solução preparada com 95 μL de meio DMEM com 
acréscimo de 5 μL de diluições (separadamente) dos extratos da espécie G. noxia 
em diferentes concentrações avaliadas. 

As células que foram tratadas apenas com o veículo (DMSO) foram 
utilizadas como controle. O experimento foi incubado por 48h, em triplicata. Após 
passado o tempo de incubação, houve adição de 50 μL 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 absorbância das amostras 
com um espectrofotômetro no comprimento de onda de 450-500 nm. Células 
tratadas apenas com o veículo foram utilizadas como controle negativo (“branco”), 
correspondendo a 100% de sobrevivência. Para o cálculo da inibição foi realizado a 
média de cada triplicata, e assim tendo como parâmetro a porcentagem de células 
vivas do controle.  

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

 
 

3. RESULTADOS 
 

Foram preparados extratos metanólico (MeOH) e clorofórmicos (CHCl3), 
totalizando dois extratos testados. De cada um desses extratos, foram preparadas 
soluções em microtubos de 1,5 na concentração de 0,1 grama de extrato para 
cada 1 mL de DMSO. As diferentes de cada extrato são 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 concentração de 0,1g/mL em cada extrato vegetal. 

 
 
 
 
 
 

A linhagem celular HepG2 foi cultivada com eficácia e livre de contaminação 
de microrganismos. 

As concentrações das formulações foram preparadas com sucesso, 
obtendo-se as frações resultantes das diluições seriadas (extrato/DMSO), sendo: 
100 mg/µL, 50 mg/µL, 25 mg/µL, 12,5 mg/µL, 6,25 mg/µL e 3,125 mg/µL. 

Nos testes de citotoxicidade foram os extratos foram aplicados 
individualmente para avaliação da atividade antiproliferativa, no qual os extratos 
foram diluídos 20 vezes adicionando-se 5 µL das formulações preparadas nas 
diluições seriadas citadas acima em 95 µL do meio utilizado (DMEM), e como em 
seguida foram retirados 20 µL desta solução e adicionado aos 180 µL de meio com 
cerca 7.500 células em cada poço, o que resulta em mais 10 vezes de diluição do 
extrato diluído em DMSO, completando um volume total de 200 µL. Desta maneira 
as diluições seriadas (extrato/DMSO) 100 mg/µL, 50 mg/µL, 25 mg/µL, 12,5 
mg/µL, 6,25 mg/µL e 3,125 mg/µL respectivamente, foram testadas em triplicatas 
gerando as seguintes concentrações: 500 μg/mL, 250 μg/mL, 125 μg/mL, 62,5 
μg/mL, 31,25 μg/mL e 15,625 μg/mL. 

Na análise da citotoxicidade do extrato metanólico de G. noxia demonstrada 
na figura 1, as inibições variam de 22,99% a 98,28%, da menor a maior 
concentração. Nos quais nas três ultimas concentrações, as inibições se 
mantiveram entre 20 a 30%, e nas 3 primeiras todas as inibições ficaram acima de 
90%. 
  

Planta Quantidade de 
extrato(g) 

Volume de DMSO 
(mL) 

G. noxia (MeOH) 0,120g 1,20mL 

G. noxia (CHCl3) 0,101g 1,01mL 
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Figura 1. A atividade antiproliferativa do extrato metanólico é apresentada no gráfico, através das 
porcentagens de inibição (P.I) e de células viáveis (C.V) de acordo com a leitura de absorbância, 

tendo um controle sem concentração de extrato para comparativo. 

 
No teste antiproliferativo ilustrado na figura 2, do extrato clorofórmico de G. 

noxia, nas concentrações de 500 μg/mL, 250 μg/mL, 125 μg/mL e 62,5 μg/mL 
ocorre inibição acima de 77% em todas as amostras, enquanto nas amostras de 
62,5 μg/mL e 15,625 μg/mL a inibição permanece em torno de 25% e 
aproximadamente 28%. 

 

 
Figura 2. A atividade antiproliferativa do extrato clorofórmico é apresentada no gráfico, através das 

porcentagens de inibição (P.I) e de células viáveis (C.V) de acordo com a leitura de absorbância, 
tendo um controle sem concentração de extrato para comparativo. 

 
Na estimativa do IC50 do extrato metanólico (EMeOH) de G. noxia 

demonstrada na figura 3, foi encontrado um IC50 equivalente a 80,30 μg/mL a 
partir da análise estatítica utilizando ajuste de curva não-linear, segundo o modelo 
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de Boltzamnn (y = A2 + (A1-A2)/(1 + exp((x-x0)/dx)). A significância estatítica foi de 
p=0,0043, com coeficiente de determinação equivalente (R²) a 0,9299. 
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Figura 3. Regressão polinomial de resposta da porcentagem de células viáveis (%C.V) sob efeito das 

concentrações do extrato metanólico (E MeOH) de Guapira noxia. IC50: Concentração de inibição 
média. R2: coeficiente de correlação. 

 
No cálculo do IC50 do extrato clorofórmico (ECHCl3) de G. noxia foi 

encontrado um IC50 equivalente a 41,67 μg/mL (Figura 4). A significância 
estatítica foi de p=0,0028, com coeficiente de determinação equivalente (R²) a 
0,953. 
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Figura 4. Regressão polinomial de resposta da porcentagem de células viáveis (%C.V) sob efeito das 
concentrações do extrato clorofórmico (ECHCl3) de Guapira noxia. IC50: Concentração de inibição 

média. R2: coeficiente de correlação. 

 
 
4. DISCUSSÃO 
 

O cultivo das células nas placas de 96 poços contendo triplicatas das 
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diferentes concentrações dos extratos foi realizado durante 48 horas. Após esse 
período, as células foram analisadas em microscópio para descartar a 
possibilidade de contaminação de fungos ou bactérias, o que prejudicaria a 
interpretação dos resultados. Foi possível observar pelo microscópio a ausência de 
contaminação e também a diferença qualitativa da viabilidade das células nos 
diferentes tratamentos. Embora esse tipo de observação permita notar a 
mortalidade das células, o teste de citotoxicidade pelo ensaio de XTT é 
extremamente necessário para que se tenham dados quantitativos que informem 
sobre a quantidade de células viáveis diante as diferentes concentrações, e 
principalmente sobre o declínio do metabolismo celular. Utilizando o ensaio de XTT 
foi possível observar que os extratos apresentam atividade antiproliferativa frente à 
linhagem celular tumoral HepG2, conforme nas figuras 1 e 2. 

Foi identificado em G. noxia que em sua composição há compostos 
nitrogenados, hemiterpeno e saponina (SEVERI 2010). O que fortemente indica que 
o efeito inibidor obtido pelas concentrações, possa ter sido acarretado pela indução 
da morte celular por saponina. As inibições ocorrentes nos dois extratos 
evidenciam que G. noxia possui compostos que possuem ampla capacidade de 
redução da proliferação celular na linhagem celular HepG2. 

Na avaliação in vitro dos extratos, nos resultados apresentados, foi 
verificado que os extratos clorofórmicos apresentaram potencial de inibição mais 
notável do que os extratos metanólicos, conforme demonstrado no teste 
estatístico, a partir do cálculo dos valores de IC50. Tais diferenças nos potenciais 
citotóxicos podem ocorrer porque em sua maioria, os metabolitos secundários além 
de possuírem estruturas complexas, variam quanto seu peso molecular, 
apresentam-se em menores concentrações e variam de acordo com os grupos de 
plantas, e apresentando principalmente atividades biológicas de intensidades 
diferentes (BERG E LUBERT, 2008).  

O extrato metanólico apresentou IC50 de 80, μg/mL, enquanto o extrato 
clorofórmico atingiu IC50 de 41,67 μg/mL, sendo este mais indicado para um 
processo de futuro fracionamento para análises de frações e busca da otimização 
da atividade do extrato, pois extratos que apresentam valores de IC50 ≤ 30µg/mL 
são considerados ativos (Itharat et al., 2004). 

Os resultados encontrados neste trabalho encorajaram novas pesquisas 
para isolamento e rastreamento dos compostos responsáveis pelas inibições, e 
também a busca sobre as vias metabólicas nos quais estes compostos atuam.  
 
 
5. CONCLUSÃO 
 

Neste trabalho pode-se concluir através do ensaio de XTT que os extratos 
clorofórmicos e metanólicos desta planta utilizada possuem atividade citotóxica e 
antiproliferativa sobre a linhagem celular de carcinoma tumoral HepG2. Sendo que 
os extratos clorofórmicos de G. noxia são 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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