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RESUMO: Coccocypselum lanceolatum
(Ruiz & Pav.) Pers., conhecida popularmente
como cauabori e azulzinha-do-bosque é
considerada uma erva medicinal utilizada no
tratamento de dores e inflamagdes, além de
ser empregada com propriedade antiofidica
e na area alimenticia. Este estudo avaliou
a atividade antiproliferativa do extrato
de C. lanceolatum sobre nove linhagens

Data de aceite: 02/12/2024

de células tumorais humanas e uma néo
tumoral (HaCaT), usando doxirrubicina
como controle positivo. O extrato foi
considerado ativo em oito linhagens
tumorais testadas apresentando TGl entre
4,05 pg mL~" a 92,46 ug mL~". Os resultados
mostraram potente efeito antiproliferativo
citostatico seletivo na concentracdo de
0,25 pg mL" para a linhagem UACC-62 e
na concentracdo de 2,5 pg mL™ para as
linhagens UACC-62 e OVCAR-3 com TGl
4,05 pg mL=' e 7,07 pg mL=', bem como
alto indice de seletividade 1S 10,20 e 5,84,
respectivamente. Ambas as linhagens
UACC-62 e OVCAR-3 ainda demonstraram
efeito citocida seletivo atingindo 100%.
Adicionalmente, o extrato mostrou efeito
citostatico moderado frente as linhagens
MCF-7 e PC-3. A planta C. lanceolatum
apresentou atividade anticancer
promissora, porém, novos estudos devem
ser conduzidos na tentativa do isolamento
e identificacdo dos constituintes quimicos
bioativos. Estudos adicionais na area da
farmacologia também sdo relevantes,
principalmente na elucidagdo do mecanismo
de acgéo e toxicidade em ensaios in vivo.
PALAVRAS-CHAVE: Coccocypselum
lanceolatum, Rubiaceae, Células tumorais,
Antiproliferativo.
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IN VITRO ANTIPROLIFERATIVE POTENTIAL ON HUMAN TUMOUR CELL LINES
OF EXTRACT FROM Coccocypselum lanceolatum (RUBIACEAE)

ABSTRACT: Coccocypselum lanceolatum (Ruiz & Pav.) Pers., popular known as “cauabori”
and “azulzinha-do-bosque” is considered a medicinal herb used in the treatment of pain and
inflammation, in addition to being used with antivenom properties and in the food sector. This
study evaluated the antiproliferative activity of extract from C. lanceolatum on nine human
tumor cell lines and one non- tumoral human cell line (HaCaT), using doxorubicin as positive
control. The extract exhibited antiproliferative effect for eight strains tested, with TGl 4.05 ug
mL~"t0 92.46 pg mL". The results showed a potente selective cytostatic antiproliferative effect
at a concentration of 0.25 pg mL™" for the UACC-62 strain and at a concentration of 2.5 ug
mL~" for the UACC-62 and OVCAR-3 strains with TGl 4.05 pg mL~" and 7.07 ug mL™, as well
as high selectivity index SI 10.20 and 5.84, respectively. The UACC-62 and OVCAR-3 strains
still demonstred a selective cytocidal effect reaching 100%. Additionally, the extract reveled
a moderate cytostatic effect against the MCF-7 and PC-3 strains. C. lanceolatum showed
promising anticancer activity, however, new studies must be conducted in an attempt to isolate
and identify bioactive chemical constituents. Additional studies in the pharmacology are also
relevant, mainly in elucidating the mechanism of action and toxicity in vivo experiments.
KEYWORDS: Coccocypselum lanceolatum, Rubiaceae, Tumor cell lines, Antiproliferative.

11 INTRODUGAO

O avanco e descoberta sobre o potencial terapéutico das plantas medicinais tém
sido de forma gradual e paralela a evolugéo da histéria humana (Aquino et al., 1996). A
literatura relata inUumeros exemplos de espécies utilizadas na pratica popular que fornecem
a farmacologia os principios bioativos em uso, denominada de etnofarmacologia (Akerele,
1992).

As espécies vegetais sdo produtoras de uma grande variedade de substancias
quimicas no seu metabolismo, que estdo ganhando importéncia devido a suas aplicacbes
terapéuticas e biotecnolégicas. Sabe-se que a producdo destes metabdlitos na planta
depende de vérios fatores, tais como ambientais e genéticos. No entanto, a capacidade
das plantas biossintetizarem compostos considerados tdxicos esta relacionada com a
defesa de patdbgenos como as bactérias ou fungos, herbivoros como animais ou insetos ou
suprimir o crescimento de espécies vizinhas competitivas (Singh et al., 2003).

As substancias micromoleculares tém apresentado grandes potencialidades como
principios bioativos empregados na terapia moderna e no tratamento de varias enfermidades,
sendo utilizadas como precursores na semi-sintese quimiofarmacéutica ou em modelos para
sintese de novos principios farmacolégicos de uso clinico (Viegas Jr et al., 2006).

Desta forma, considerando os avancos da quimica tradicional e da farmacologia em
produzir substéncias efetivas, o reino vegetal tem sido uma importante ferramenta na busca
de novos fitofarmacos e medicamentos, principalmente no tratamento do cancer (Singh et
al., 2003).
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Na década de 60 o Instituto Nacional do Cancer (NCI-USA) realizou uma investigacao
extensiva com extratos vegetais da Flora Brasileira na busca de agentes com potencial
antitumoral (Monks et al., 2002). A partir desta pesquisa, verificou-se um crescente interesse
na comunidade cientifica em avaliar extratos vegetais, fracbes e substéncias puras, os
quais podem apresentar uma rica fonte prolifica de novos farmacos com propriedades
antitumorais (Tsai, 2001).

Dentre as técnicas empregadas como preliminar ao estudo de atividade
antiproliferativa de produtos sintéticos e naturais destaca-se o screening utilizando células
tumorais in vitro de diversas linhagens. Esta técnica apresenta a vantagem de analisar um
grande numero de amostras simultaneamente, o que a torna uma técnica mais simples
comparada aos bioensaios in vivo, principalmente os que envolvem uso de animais (Neidle
& Thurston, 2005).

Comumente utilizam-se métodos colorimétricos os quais quantificam a proliferacao
de células em cultura, sendo, portanto considerados rapidos, baratos e reprodutivos
na avaliacdo da atividade antitumoral de um grande numero de amostras de matrizes
complexas, o qual ainda permite facilmente realizar testes biomonitorados no isolamento
de constituintes quimicos de extratos vegetais potencialmentes ativos (Betancur-Gavis et
al., 1999).

A grande riqueza da biodiversidade da flora brasileira proporciona um destaque no
cenario mundial, principalmente em relacao ao elevado potencial fornecedor de moléculas
bioativas com destaques naquelas que possam servir como prototipos farmacolégicos no
tratamento de neoplasias (Marques et al., 2022).

Neste contexto, ja foi possivel isolar diversas substancias puras de diferentes
extratos de plantas com comprovada atividade frente a varias linhagens de células
tumorais humanas, e, possivelmente, outros principios ativos poderdo ser descobertos
utilizando o screening fitoquimico das milhares de plantas nativas da flora brasileira.
Certamente, a identificacdo, extracédo, isolamento e caracterizagdo de moléculas ativas
com propriedades antitumorais, em células mantidas em cultura, sdo de grande interesse
clinico e farmacolégico (Pompilho; Borges; Miguel, 2013; Moura et al., 2020).

O género Coccocypselumpertencente a familia Rubiaceae contém aproximadamente
35 espécies de habito herbaceo com distribuicdo nos Neotropicos. Sua ocorréncia vai
desde o México até a Colémbia, e também do Brasil até a Argentina (Anderson, 1992). O
Brasil detém o maior numero de espécies do mundo com cerca de 21 espécies, as quais
ocorrem principalmente na Mata Atlantica (Costa & Mamede, 2002).

A espécie C. lanceolatum (Ruiz & Pav.) Pers. conhecida como cauabori, veludinho-
rasteiro, frutinha-azul, azulzinha-do-bosque e erva-de-corocochd é considerada uma erva
medicinal utilizada no tratamento de dores e inflamacdes, além de ser empregada na area
alimenticia (sucos, doces e sorvetes) (Pino-Benitez, 2006; Nascimento et al., 2018). A
planta ocorre no sub- bosque da vegetacdo mais densa dos cerrados e nas capoeiras nos
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morros da mata atlantica. A sua distribuicdo vai desde o sul do México até a Argentina, e
pode ser encontrada em quase todo Brasil (Costa & Mamede, 2002, Zappi et al., 2020).

Na medicina popular algumas espécies do género sédo utilizadas no tratamento
de problemas urogenitais, doencas venéreas e cefaleia (Quattrocchi, 2012). A espécie
Coccocypselum herbaceum é conhecida popularmente como veludinho-rasteiro e azulzinho-
do-bosque, sendo considerada ornamental devido a presenca de frutos de coloracao azul
intensa e utilizada na medicina popular com propriedades anti-inflamatéria e antiofidica
(Pino-Benitez, 2006; Sanquetta et al., 2010).

As folhas de Coccocypselum herbaceum séo utilizadas na forma de cataplasma
para tratar inchagos e a infuséo das folhas de C. hirsutum emprega- se no tratamento de
dores de cabeca e em infec¢des provocadas por picadas de cobras e escorpides (Balick &
Arvigo, 2015). Aplanta C. cordifolium foi considerada uma hortalica com potencial medicinal
e alimenticia presente na Bacia do Rio Urussanga em Santa Catarina (Ceron et al., 2016).
Um estudo conduzido com C. lanceolatum revelou ainda a presencga de altos teores de
substancias fenodlicas indicando possivel agdo antioxidante (Luz; Agostini; Schwambach,
2013).

A composigéo quimica deste género ainda nao foi estabelecida, no entanto, existem
apenas dados sobre as principais classes de substancias do metabolismo secundario com
destaque para os alcaloides, flavonoides, taninos, terpenoides, saponinas e cumarinas
(Pino-Benitez, 2006; Sbrana et al., 2024). Considerando a auséncia de estudos de
atividade farmacologica no género Coccypselum, este trabalho objetivou avaliar o potencial
citostatico e citocida em nove linhagens de células tumorais humanas e uma linhagem
nao tumoral, em resposta a tratamentos em diferentes concentra¢des do extrato etandlico
obtido das partes aéreas (folhas e caule) da espécie Coccocypselum lanceolatum.

21 MATERIAIS E METODOS

2.1 Material vegetal

A espécie vegetal Coccocypselum lanceolatum (Ruiz & Pav.) Pers. foi coletada
dentro do Parque Nacional dos Campos Gerais, na Furna Buraco do Padre, localizada no
municipio de Ponta Grossa, Parana, em novembro de 2010 (25° 10’ 18.33” S, 49° 58’ 6.64”
0). Uma exsicata foi depositada no Herbario da Universidade Estadual de Ponta Grossa
(HUPG).

2.2 Preparacao do extrato bruto

As partes aéreas (folhas e caule) da planta foram secas em estufa com ventilagéo
forcada, e posteriormente cerca de 200,0 g foram moidas em moinho de facas e submetidos
a extracao exaustiva a frio com etanol (5 x 1L) por maceracgéo. ApOs evaporagéo do solvente
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em evaporador rotativo foi obtido o extrato bruto etanélico (EBCL 25,20 g).

2.3 Linhagens celulares

A atividade antiproliferativa foi avaliada em nove linhagens celulares tumorais
humanas, cedidas pelo National Cancer Institute (Frederick, MA, USA) com suas respectivas
densidades de inoculagéo: glioma (U251: 4,0 x 10* células mL™"), melanoma (UACC-62: 6,0
x 10 células mL™"), mama (MCF-7: 6,0 x 10* células mL™"), ovario resistente (NCI/ADR-
RES: 5,0 x 10* células mL™"), pulmao (NCI-H460: 4,0 x 10* células mL™"), prostata (PC-3:
4,5 x 10* células mL™"), ovario (OVCAR-3: 6,5 x 10* células mL™"), colorretal (HT29: 4,0 x 10*
células mL™") e leucemia linfoide (K562: 6,0 x 10* células mL™") e a linhagem n&o tumoral
HaCaT (queratinocitos imortalizados) foi doada pelo Prof. Dr. Ricardo Della Coletta, FOP/
UNICAMP. Todas as linhagens foram cultivadas empregando o meio de cultura Roswell
Park Memorial Institute (RPMI 1640 - Gibco®) juntamente com 5% de soro fetal bovino
inativado (SFB - Gibco®), mais 1% de penicilina:estreptomicina (1000 Ul:1000 ug mL™") sob
temperatura de 37 oC em atmosfera imida de 5% de CO, (Denny et al., 2007).

2.4 Ensaio da atividade antitumoral

Nesta etapa experimental, foram inoculados, em placas de 96 compartimentos, 100
pL/compartimento de células no meio (RPMI) 1640/SFB/penicilina/estreptomicina, através
das respectivas densidades de inoculagdo. Em seguida, as placas foram incubadas a 37
oC em atmosfera umida com 5% de CO, por 24 h. A placa controle foi fixada pela adi¢éo
de &cido tricloroacético (TCA) para determinacéo da quantidade de células no momento
da adigédo da amostra (T,). Nas demais placas, o extrato EBLC foi diluido em solugdes
estoques de DMSO/RPMI na concentracdo de 5 mg mL™". Em seguida, a amostra foi
adicionada nas concentragdes de 0,25; 2,5; 25 e 250 pg mL™".

Ap6s 48 h, todas as células foram fixadas com 50 uL de TCA a 50% nos
compartimentos e submetidas a incubacéo por 1 h a 4 oC. Posteriormente, cada placa foi
submetida a 4 lavagens com agua destilada a fim de remover residuos de TCA, meio SFB
e metabdlitos secundarios. As placas foram mantidas a temperatura ambiente até secagem
completa.

A coloragéo das células foi realizada pela adicao de 50 pL/compartimento do corante
proteico sulforrodamina B (SRB) a 0,4 % (m/v) dissolvido em &cido acético a 1 % (v/v), por
um periodo de 30 min. Em seguida, as placas foram lavadas por 4 vezes com acido acético
a 1 % e novamente secas a temperatura ambiente. O corante ligado as proteinas celulares
foi solubilizado com solugéo de Trizma base (10 uM, pH 10,5) por 5 min. em ultrassom e
imediatamente a leitura espectrofotométrica da absorbancia foi realizada em um leitor de

microplacas em 540 nm, obtendo-se as absorbéncias de T,, T, e T (Denny et al., 2007). O
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corante proteico SRB liga-se aos aminoacidos béasicos das proteinas das células viaveis
no momento da fixagéo, sendo possivel a quantificagcéo da proliferacédo celular de cada
amostra mediante a menor quantidade de SRB ligada ao compartimento.

No experimento foi utilizado o quimiotergpico doxorrubucina nas concentra¢des de
0,025 pg mL™" a 25 yg mL~", como controle positivo.

Na analise dos resultados, foram calculadas as médias das absorbancias subtraindo
os valores dos respectivos brancos. Caso T>T,, indica estimulagéo do crescimento celular;
caso T <T<T, a amostra apresenta efeito citostatico; caso T<T, a amostra apresenta efeito
citocida.

Com esses valores, foi calculada a proliferacdo (crescimento) celular de cada
linhagem, em porcentagem (C%), para cada concentracdo de amostra teste, conforme
equacdo abaixo. Em seguida, os dados foram usados para construcdo do grafico de
proliferacéo celular em fungéo da concentragdo da amostra. A partir do grafico, calculou-
se por regressao nao linear, tipo sigmoidal, a concentracao efetiva denominada TGl (Total
growth inhibition), que representa a concentragcdo necessaria de amostra para inibir em
100% a prolifera¢édo (crescimento) celular.

ParaT>T, C(%) =100 x u

| Ti= Ty |

L . ]

ParaT < T, C(%)=100x | ——2
Ty

Onde: T = média de absorbancia da célula tratada com a amostra por 48 h;
T, = absorbancia média do controle de célula apds 48 h de incubagéo;

T, = absorbancia média do controle de células da adigéo das amostras.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os ensaios de atividade antitumoral in vitro empregando cultura de células humanas
tém sido relevantes na busca por novos agentes anticancer principalmente por ser um
método alternativo aos testes farmacolodgicos que utilizam 6rgaos isolados. O método
colorimétrico da sulforrodamina B proposto por Monks e colaboradores (1991) permite
analisar a habilidade das substancias em se ligar a componentes protéicos celulares, fixados
pelo TCA. O método é independente da atividade metabdlica celular, sendo considerado
mais sensivel na deteccéo de pequenos numeros de células neoplasicas em uma matriz.

De maneira geral, sdo obtidos graficos de concentragédo-resposta os quais permitem
uma melhor visualizacdo da atividade antiproliferativa de amostras testes considerando
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efeito citostatico (acima do ponto zero e abaixo de 50%), efeito citocida (abaixo do ponto
zero) e/ou perfil concentrag@o-dependente. O ponto zero do eixo das ordenadas representa
a placa controle inicial (T0), valor que € comparado com a média da absorbancia do controle
final (T) que representa 100% de crescimento celular (ap6s 48 horas de incubagé@o e na
auséncia das amostras testadas).

O célculo da concentragdo efetiva TGl (Total growth inhibition) referente a
concentragcdo necessaria para que ocorra 100% de crescimento foi realizado para o extrato
EBCL conforme protocolo de Shoemaker (2006).

Segundo Fouche e colaboradores (2008), os resultados considerados como
antitumorais sdo os que apresentam valores de TGI < 35 ug mL—1 (potencialmente ativo),
TGl <= 100 pg mL-1 (moderado) e TGl > 100 ug mL-1 (inativo), quando comparados a
doxorrubicina (Dox), controle positivo. O indice de seletividade (IS) foi determinado, o qual
pode indicar a seletividade de uma amostra entre uma linhagem neoplasica e uma néo
tumoral (normal), indicando o potencial uso desta amostra em testes clinicos (Suffness &
Pezzuto, 1991).

O IS corresponde a divisdo entre o valor de TGl do extrato EBCL na linhagem de
células normais HaCaT e o valor de TGl de EBCL em cada linhagem de células neopléasicas
testadas (IS= TGl HaCaT/TGlI células neoplésicas). Segundo Suffness e Pezzuto (1991),
valores de IS superior ou igual a 2,0 podem ser considerados significativos, indicando assim,
que a amostra testada é duas vezes mais ativa na linhagem de células neoplasicas do que
em células nao tumorais. Consideramos estes valores como parametros comparativos para
a avaliacéo da poténcia e seletividade do extrato EBCL.

Os valores de TGl para EBCL e do quimioterapico doxorrubicina estédo sumarizados
na tabela 1 e a figura 1A apresenta o comportamento do quimioterapico padréo,
doxorrubicina sobre as linhagens celulares testadas sendo possivel verificar que ndo houve
mudancas na resposta desta droga frente as células tumorais. Desta forma, pode- se inferir
que ndo houve mutagdo nas células utilizadas, e também nao apresentaram sensibilidade
imprevista frente ao mesmo.

O extrato EBCL avaliado frente as 9 culturas de células tumorais humanas mostrou-

se ativo em 8 linhagens celulares para concentragbes abaixo de 100 ug mL-" (Tabela 1).
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Linhagens de células EBCL_1 Doxorrub|c_|r11a
TGI (ngmL )/IS TGI (ngmL )/IS
U251 91,29/0,45 0,12/0,21
UACC-62 4,05/10,20 <0,025/1
MCF-7 43,16/0,96 0,25/0,1
NCI-ADR/RES 77,64/0,53 2,26/0,01
NCI-H460 90,35/0,46 1,17/0,02
PC-3 46,18/0,89 0,40/0,06
OVCAR-3 7,07/5,84 0,28/0,09
HT-29 144,80/0,29 3,04/0,01
K562 92,46/0,45 0,15/0,17
HaCaT 41,32 <0,025

‘Quimioteréapico, controle positivo; U251 (glioma); UACC-62 (melanoma); MCF-7 (mama); NCI-ADR/
RES (ovario, com fenétipo resistente a multiplas drogas); NCI-H460 (pulmao, tipo ndo pequenas
células); PC-3 (prostata); OVCAR-3 (ovario); HT-29 (célon); K562 (leucemia); HaCaT (queratinécitos
imortalizados). TGl (Total growth inhibition — concentragéo que promove a inibigdo 100% do
crescimento celular). EBCL (extrato bruto etandlico). IS (indice de seletividade).

Tabela 1. Concentragéo necessaria para inibigéo total do crescimento celular (TGI) de linhagens
tumorais e ndo tumoral humanas tratadas com diferentes concentracdes do extrato EBCL e indice de
seletividade (IS).

A analise da curva concentragdo-resposta (Figura 1B) indicou que o extrato
apresenta potente atividade citostatica seletiva na concentragdo de 0,25 ug mL™" para a
linhagem de melanoma (UACC-62; TGl= 4,05 ug mL™"), e na concentragéo de 2,5 ug mL™"
foi ativo frente as linhagens de ovario (OVCAR-3; TGI= 7,07 pg mL™") e melanoma (UACC-
62), respectivamente. Foi ainda observado efeito citostatico moderado na concentragao de
25 pg mL™" frente as linhagens de melanoma (UACC-62), prostata (PC-3; TGI= 46,18 ug
mL™") e mama (MCF-7; TGI= 43,16 ug mL™"), respectivamente.

A atividade citocida seletiva foi observada para todas as linhagens tumorais na
concentragdo de 250 pg mL™" e apenas a linhagem de melanoma (UACC-62) atingiu 100%
de inibic&o. Foi ainda considerado efeito citocida seletivo apenas para a linhagem de ovario
(OVCAR-3) na concentragdo de 25 pg mL".
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Figura 1. Porcentagem de crescimento celular das linhagens tumorais e normal humanas em diferentes
concentragdes (0,025; 0,25; 2,5; 25 e 250 ug mL—1) do farmaco doxorrubicina (A) e do extrato EBCL
(B) apds 48 horas de exposicao.

Analisando o IS do extrato EBCL pode-se observar uma alta seletividade para as
células tumorais de melanoma e ovario com IS de 10,20 e 5,84 respectivamente.
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Em um estudo recente, nosso grupo de pesquisa detectou a presenca de alcaloides,
flavonoides e terpenoides num screening fitoquimico realizado com o extrato de C.
lanceolatum e a identificacdo destas classes de substancias podem justificar a atividade
antitumoral observada neste trabalho, uma vez que a literatura relata que metabdlitos
destas classes possuem propriedades anticancer (Pino-Benitez, 2006; Simdes et al., 2003;
Moura et al., 2020; Corréa et al., 2024; Sbrana et al., 2024).

Os resultados obtidos, sugerem o potencial uso da planta C. lanceolatum como
antitumoral, porém, novos estudos bioguiados devem ser conduzidos com o intuito de se
isolar os constituintes quimicos responsaveis pela atividade anticancer, principalmente
sobre as linhagens tumorais de melanoma e ovério.

41 CONCLUSAO

O potencial antiproliferativo observado nas diferentes linhagens de células tumorais
testadas, nas condi¢des e tempo de tratamento do presente trabalho, foi citostatico seletivo
para as linhagens UACC-62 (TGl 4,05 ug mL-") e OVCAR-

3 (TGl 7,07 pg mL-") nas menores concentragdes, com alto indice de seletividade.
Foi observado ainda que essas duas linhagens demonstraram efeito citocida seletivo
atingindo 100%. Adicionalmente, o extrato mostrou agédo citostatica moderada frente
as linhagens PC-3 e MCF-7. Este é o primeiro estudo de atividade antitumoral de C.
lanceolatum, e os resultados obtidos mostraram- se promissores na busca de novos agentes
quimiosensibilizadores contra o cancer. Assim, faz-se necessario estudos adicionais na
busca dos constituintes quimicos bioativos, elucidagdo do mecanismo de agéo, toxicidade,
validacdo e seguranca do uso desta planta como prolifica fonte de metabodlitos com
propriedades antitumorais.
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