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Avdliacao da Atividade
Citotéxica dos Extratos das
Folhas de Erythroxylum
Campestre (Erythroxylaceae)
Frente as Células Sarcoma 180
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Tamires S. Vieira, Renato G. Santos & ElisGngela P S. Lacerda

O uso de plantas medicinais ¢ descrito, desde os primordios das civilizagdes, sendo
ainda hoje uma importante fonte de recursos terapéuticos. A planta Erythroxylum
campestre sp € pertencente ao género Erythroxylum. O interesse pelo género intensificou-
se no século XIX, apds a descoberta das atividades farmacologicas apresentadas pelas
folhas de Erythroxylum coca. A ocorréncia desse género ¢ descrita em ambientes
florestais e de Cerrado sensu. Este trabalho tem por objetivo a avaliagdo da atividade
citotoxica das fracdes (hexanica, diclorometanica, acetato de etila e metandlica) das
folhas de Erythroxylum campestre frente a células tumorais do Sarcoma 180.

Palavras-chave: Atividade Citotoxica, Erythroxylum campestre sp, Sarcoma 180.

The use of medicinal plant has been described since civilizations’ first living, and it
is still an important source of therapeutic resources nowadays. The plant Erythroxylum
campestre sp belongs to the genus Erythroxylum. Interest in the genus has been
intensified since the XIX century, after the discovery of pharmacological activities
presented by the leaves of Erythroxylum coca. The occurrence of this genus is described
in forest environments and sensu Cerrado (Savanna). This work aims at evaluating the
cytotoxic activity of fractions (hexane, dichloromethane, ethyl acetate and methanol)
from the leaves of Erythroxylum campestre sp regarding tumor cells of Sarcoma 180.

Keywords: Cytotoxic activity; Erythroxylum campestre sp; Sarcoma 180.
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Introducao

O ser humano sempre buscou na natureza solugdes
para seus males'. Dentre essas, destaca-se o uso de
substancias organicas provenientes de fontes naturais,
como, por exemplo, de plantas, as quais tém representado
para o ser humano, durante anos, a principal forma de
recurso terapéutico’. Tal inferéncia é refor¢ada pelo
fato de que o uso dessas para o tratamento de inumeras
doengas ¢ descrito por varias civilizagdes de mais de
cinco mil anos, tais como as de origem chinesa, indiana
e africana’.

Nao obstante, no que diz respeito aos dias atuais,
ressalta-se que, em média, 25% dos medicamentos
prescritos em todo o mundo sdo obtidos direta ou
indiretamente a partir de plantas. Com o intuito de enfatizar
a importancia do estudo de plantas, faz-se necessario
mencionar que apenas entre os anos de 1981 a 2002,
compostos provenientes de produtos naturais, analogos
semissintéticos ou ainda compostos sintéticos baseados
nos mesmos foram responsaveis por aproximadamente
49% de todas as drogas desenvolvidas®.

Emrelacdo a importancia das substancias provenientes
de plantas, como exemplo pratico, destacam-se
descoberta e aplicagdo da substancia forscolina, extraida
de Coleus barbatus, com vistas ao tratamento de varias
doengas, tais como hipertensdo, glaucoma, asma e alguns
tipos de tumores®.

No que se refere aos tumores, popularmente
conhecidos como cancer, cientificamente denominado
pelo termo neoplasia, principalmente no que tange aos
tumores malignos, trata-se de uma doenca caracterizada
pelo crescimento descontrolado de células doentes. O
indice de mortalidade dessa doenga tem sido considerado
bastante alto, devido, primordialmente, a quantidade
de tipos, cerca de 200, associado ao ataque de varios
orgdos do corpo, além das dificuldades encontradas
em seu tratamento, tais como complicagdes associadas
a resisténcia ao medicamento, toxicidade e baixa
especificidade®’.

No que concerne ao tratamento do cancer, varios
outros estudos foram e tém sido desenvolvidos a partir
de produtos naturais. Dentre as descobertas nesse ramo,
destaca-se, o taxol, um isolado das cascas do Taxus
brevifolia, especificamente um diterpeno, que, por sua
vez, tem sido amplamente utilizado no tratamento de
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varios tipos de céncer, como de ovarios e pulmdes® !

Nesse interim, ressalta-se que a busca de novos
medicamentos para o tratamento do cancer ¢ de suma
importancia para a sociedade como um todo, devido ao
fato da estimativa de que até 2020, o numero de novos
casos anuais em todo o mundo seja da ordem milhoes, dos
quais 60% ocorrerdo em paises em desenvolvimento!''.

Dada a devida importancia supracitada as plantas,
principalmente no tocante ao combate ao cancer, faz-
se imprescindivel que o Brasil, como um todo, por ser
um dos paises mais ricos em biodiversidade, faca uso
apropriado dessa biodiversidade, principalmente, a
vegetal, e invista cada vez mais em seu estudo fitoquimico
e consequentemente farmacologico, o que, muitas vezes,
nao ocorre'2.,

A familia Erythroxylaceae Kunth ¢ uma das mais
representativas dos cerrados. O género Erythroxylum
¢ formado por cerca de 250 espécies'* distribuidas nas
regides tropicais e subtropicais do mundo, sendo que,
para o Brasil, € descrita a ocorréncia de aproximadamente
130 espécies, em ambientes florestais e de Cerrado latu
censu '°. Varias espécies do género possuem propriedades
medicinais, sendo as populares cocas (E. coca Lamk. e
E. novogranatense (D.Morris Hieron.) e suas variedades
as mais conhecidas ¢ estudadas, devido a presenga de
alcaloides em suas folhas!'®.

Além disso, das espécies do género Erythroxylum que
se tem registrado na literatura cientifica, apenas 63 foram
estudadas, o que evidencia que o género tem sido pouco
investigado'”.

O interesse pelo género intensificou-se no século
XIX, apos a descoberta das atividades farmacologicas
apresentadas pelas folhas de Erythroxylum coca', que
produzem um alcaloide natural, a cocaina, muito utilizada
como anestésico local em pequenas cirurgias'® °.

Devido a atividade biologica de Erythroxylum
campestre, empiricamente conhecida como fruta-tucano,
cabelo-de-negro ou coco do Paraguai, esta tem sido
amplamente utilizada para diversos fins terapéuticos na
medicina popular®. Dentre suas aplicagdes, cita-se como
exemplo seu uso na forma de infuso como laxante 222,

Em face dessas consideragdes, o objetivo do presente
estudo foi avaliar a atividade citotoxica em células de
sarcoma 180 (S180) de diferentes fragcdes obtidas das
folhas de Erythroxylum campestre (Erythroxylaceae).
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Materiais e Métodos

MATERIAL VEGETAL

A parte do vegetal estudada foram as folhas. A coleta
do material foi feita no Campus Henrique Santillo da
Universidade Estadual de Goids, em Anapolis, GO.
A identificacdo da planta foi feita pela Prof'. Dra.
Mirley Luciene dos Santos e sua exsicata (n°10294) foi
armazenada no herbario do departamento de Ciéncias
Biologicas da UEG. Apds a coleta, o material foi
selecionado e submetido a secagem em estufa ventilada a
40 °C (MAO035 — Marconi).

Apos a secagem, o material vegetal foi pulverizado
em moinho de facas (tipo croton Modelo MA-580), foi
pesado e colocado em contato com o solvente metandlico
para que se iniciasse o processo de extragdo exaustiva
dos constituintes. Em seguida, o filtrado resultante da
extracdo foi recolhido e o solvente organico evaporado
em evaporador rotativo a vacuo (TECNAL-120) em
uma temperatura de aproximadamente 40°C fornecendo,
portanto, o extrato bruto metandlico.

PARTICAO LIQUIDO-LIQUIDO DO EXTRATO
BRUTO

Apds a evaporagdo do solvente, o extrato bruto
metandlico das folhas (ECFM) de Erythroxylum campestre
foi solubilizado em metanol e agua (1:3), a fim de que
todos os constituintes se solubilizassem por completo. Em
seguida, o extrato metanolico foi fracionado por parti¢ao
liquido-liquido. Sendo os solventes utilizados por ordem
crescente de polaridade, a citar: hexano, diclorometano e
acetato de etila. Obtendo-se, assim, as fracdes hexanica
(ECFM-H), diclorometanica (ECFM-D) e acetato de
etila (ECFM-A), conforme elucidado na Figura 1.

Para a preparagdo do extrato hexénico (apolar),
transferiu-se a solugdo constituida do extrato bruto,
metanol e agua (1:3) para um funil de separagdo, no
qual foi adicionado hexano, obtendo-se, assim, duas
fases, separadas por polaridade, além da formac¢ao de um
precipitado, denominado ECFM-ppt (58,73g), sendo este
separado da fase aquosa por filtragdo a vacuo.

Ressalta-se que o mesmo procedimento foi realizado
para os demais solventes, diclorometano ¢ acetato
de etila. Sendo que, ao término dos procedimentos
supracitados, todas as solu¢des obtidas foram submetidas

Jan / Jun de 2015

Folhas
(805.872)
| Extragdo exaustiva com MeOH
I I
ECFM - . -
Resifio (100,44 g) e Partigio Liquido-Liquido
3 |
[ [ |
ECFM-H ECFM-D ECFM- A
(5.28 g) (0,80 g) (18.70 g)
ECFMppt
(58713 -
|
I | |
ECFMppt - D ECFMppt — A ECFMppt - M
(1359 4362 (11.03 g)

Figura 1. Obtenc¢do das fragdes a partir das folhas da Erythroxylum
campestre.

a rotoevaporagdo recuperando-se os solventes ¢ obtendo-
se seus respectivos extratos fracionados.

No que concerne ao precipitado obtido da solugdo
aquosa metanolica. Este, por sua vez, foi submetido ao
fracionamento por cromatografia em coluna aberta (¢ =
3 cm x h =20 cm) utilizando-se celulose microcristalina
D como fase estacionaria e eluentes em ordem crescente
de polaridade: diclorometano, acetato de etila e metanol,
obtendo-se, dessa forma, as fragdes: diclorometanica
(ECFMppt-D), acetato de etila (ECFMppt-A) e metanolica
(ECFMppt-M), conforme mostrado na Figura 1.

TESTE PARA ALCALOIDES

O teste para verificagdo da presenca de alcaloides nas
fragdes obtidas das folhas da Erythroxylum campestre foi
realizado por meio de cromatografia em camada delgada
— CCD, utilizando-se cromatofolhas de aluminio como
suporte ¢ silica gel 60 F254 como adsorvente. Como
fase movel, utilizou-se diclorometano / metanol 5% e o
reagente Dragendorff como revelador.

PREPARACAO DAS FRACOES VEGETAIS
E FARMACO CONTROLE PARA TESTE DE
ATIVIDADE CITOTOXICA IN VITRO

Para a avaliacdo da atividade citotoxica in vitro
selecionaram-se as fracdes hexanica (ECFM-H) e acetato
de etila (ECFM-A), bem como as fragcdes provenientes
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do precipitado (ECFMppt), sendo estas, diclorometanica
(ECFMppt-D), metanolica (ECFMppt-M) e acetato
de etila (ECFMppt-A). Entretanto, destaca-se que a
fragao diclorometanica (ECFM-D) ndo foi submetida a
testes, devido ao seu baixo rendimento (0,8 g). Dessa
forma, para cada teste, foram pesados 10 mg de cada
extrato, os quais foram solubilizados em 2 mL de meio
de cultura RPMI nas concentragdes de 0,001 mg.mL"!,
0,01 mg.mL", 0,1 mg.mL"' ¢ 1 mg.mL". Como controle
positivo, foi utilizado o fArmaco cisplatina.

CELULAS DO S180

Utilizou-se a linhagem tumoral primaria do S180,
obtida da Colegdo Americana de Cultura de Células (ATCC,
American Type Culture Collection). As linhagens tumorais
do S180 foram cedidas pelo Laboratério de Umunologia
da Universidade Federal de Uberlandia ao Laboratorio
de Genética Molecular e Citogenética da Universidade
Federal de Goias, onde foram realizados os testes.

ENSAIO DA CITOTOXICIDADE

A atividade citotoxica das fragcdes de Erythroxylum
campestre foi avaliada pelo método colorimétrico
MTT [3-(4,5-Dimetiltiazol-2-i1)2,5-Difenil Brometo de
Tetrazolium]?, conforme descrito a seguir.

Este ensaio baseia-se na medida do dano induzido pela
droga no metabolismo celular pela atividade enzimatica
mitocondrial das células vivas. Quando as células estao
vivas, as desidrogenases mitocondriais sdo capazes de
agir sobre substratos como o MTT levando a quebra desta
molécula ¢ a redugdo dela, formando, assim ,0 azul de
formazan. Portanto, quanto maior a viabilidade celular em
determinada amostra, mais azul de formazan ¢é formado.

O azul de formazan é, entdo, solubilizado com
dodecil sulfato de sodio (SDS) em meio acido. Ja
a quantificacdo da inibicdo enzimatica ¢ realizada
espectrofotometricamente, permitindo a obtengdo dos
valores de IC, (concentragio das drogas que inibem 50%
da atividade enzimatica).

Para o teste de citotoxidade, as células do S180
foram plaqueadas na quantidade de 1x10°, em triplicata,
na microplaca de 96 pocos, ¢ incubadas por 24 e 48
horas em estufa a 37°C contendo 95% de ar e 5%
CO,. O tratamento foi feito com as fragdes (ECFM-H,
ECFM-A, ECFMppt-A, ECFMppt-D ¢ ECFMppt-M)
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nas concentra¢des de 0,001 mg.mL", 0,01 mg.mL", 0,1
mg.mL'e 1 mgmL".

Ap6s a incubacgdo de 24 e 48 horas, foram adicionados
aos pocos de cultivo celular utilizada, 10 pL de MTT
na concentracdo de 5 mg.mL"'. A placa foi novamente
incubada em estufa a 37°C contendo 95% de ar e 5% CO,
¢ ap6s 3 horas foram adicionados aos pogos de cultivo
celular 50 pL de solugdo a 10% de SDS/HC10,01mol.L"!
para dissolver os sais de formazan formados.

A quantificacdo da densidade optica foi medida apos
24h do tratamento com SDS, em espectrofotometro (Leitor
para Elisa) utilizando-se filtro de interferéncia de 550 nm.

Andlise Estatistica

A verificacdo das diferengas significativas entre os
grupos estudados foram aplicados por meio de softwares
(GraphPad Prismain ou SPSS) e pela analise de variancia
(ANOVA).

A variabilidade ou dispersao dos dados obtidos para
um determinado pardmetro foi medida através da faixa
de variagao ou range (diferenga entre o valor maximo ¢ o
valor minimo), desvio-padrao da média e variancia. Sendo
considerado como diferenca estatistica significativa valor
de p menores que 0,05 (p<0,05).

Para o calculo da IC50, foram utilizados os dados
dose-resposta (x: concentragdes da droga; y: inibig¢do
de crescimento), cujos valores de y foram de a 0-1.
Frequentemente, a regressao linear ndo ¢ um bom ajuste
aos dados de dose-resposta. A resposta da curva se
ajusta melhor a uma linha reta, se o eixo x ¢ o logaritmo
transformado. Esta ¢ uma fungdo padrdo na maioria dos
softwares estatisticos.

Resultados

TRATAMENTOS DE 24 HORAS

Considerando-se valores significativos percentuais
acima de 30%, os dados obtidos mostraram que a
fragdo de acetato de ctila de Erythroxylum campestre
(ECFMppt-A) testada por 24 horas ndo apresentou
citotoxicidade significativa para as concentragdes de 0,01
mg.mL" e 0,1 mg.mL". Ja em relacdo a concentracdo de
1 mg.mL"! a citotoxicidade foi de 49,72%, conforme
observado na Figura 2.
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Figura 2. Atividade citotoxica da fragdo de acetato de etila
(ECFMppt-A) e metanélica (ECFMppt-M) da folha de Erythroxylum
campestre frente a linhagem tumoral S180 apds 24 horas. C+ =
cisplatina (0,05 mg mL™").

Em contrapartida, a fragdo metandlicade Erythroxylum
campestre (ECFMppt-M) apresentou citotoxicidade
significativa frente a linhagem de células estudadas. Os
resultados mostraram um percentual de citotoxicidade de
52,21% para a concentragdo de 1 mg.mL"' e de 18,18%
para a concentragdo de 0,01 mg.mL".

Nesse sentido, infere-se, a partir das discussdes dos
dados obtidos, que ambas as fracdes com concentracao
de 1 mgmL' demonstram-se bastante promissoras,
haja vista que apresentam citotoxicidade semelhante ao
farmaco controle.

TRATAMENTOS DE 48 HORAS

Analisando-se os dados ilustrados na Figura 3,
verificou-se que entre as fragdes testadas por 48 horas, a
fracdo ECFMppt-Aapresentouuma viabilidade de 56,51%
para a maior concentragdo testada (1 mg.mL™"). Contudo,
tal citotoxicidade mostrou ser dose-dependente, visto que
a diminui¢do da concentragdo do extrato acarretou em
um aumento da viabilidade celular, sendo esta maior que
o proprio controle negativo. Resultado estatisticamente
significativo (p=0,0012), apresentando IC50 de 0,301
mg.mL". Ainda, observa-se que a menor concentra¢ao
testada (0,001 mg.mL™") apresentou viabilidade de
118,9%, ou seja, evidenciando proliferacdo celular.

No que concerne a analise dos dados, da fracao
ECFMppt-M em tratamento por 48 horas, apresentados

Jan / Jun de 2015

150+
B2 0.001

=001
=01
1
e C-
S C+

1004

Viabilidade (%)

0.001 001 04 1 C- C+

Concentragdo {mg_mL"}

Figura 3. Percentual de Viabilidade Celular da fragdo de Acetato de
Etila (ECFMppt-A) das folhas de Erythroxylum campestre frente a
linhagem tumoral S180 apds 48 horas.

na Figura 4, observou-se que houve viabilidade
celular de 50,84% para a concentracdo de 1 mg.mL"!
(p=0,0003), representando um resultado significativo
quando comparado ao controle positivo, uma vez que seu
percentual de inibigdo ¢ equivalente ao mesmo.
Analisando-se os dados expostos na Figura 5 para
a fragdo ECFMppt-D, verificou-se que esta apresentou
viabilidade de 70,73% para a concentragdo de 1 mg.mL"".
Entretanto, para as concentra¢des 0,01 ¢ 0,001 mg.mL"!
notou-se o surgimento de proliferagdo celular, o que
remete a um resultado ndo significativo, (p<0,05).
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Figura 4. Percentual de Viabilidade Celular da fragdo ECFMppt-M
das folhas de Erythroxylum campestre frente a linhagem tumoral S180
apos 48 horas.
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Figura 5. Percentual de Viabilidade Celular da fragdo ECFMppt-D das
folhas de Erythroxylum campestre frente a linhagem tumoral S180 apos
48 horas.

Em relacdo ao tratamento com a fracdo hexanica
(ECFM-H), ao explorar os dados apresentados na Figura
6, observa-se que esta ndo mostrou atividade citotoxica
para as concentragdes testadas, apresentando 85,8% de
viabilidade para a concentragdo de 1 mg.mL" (p<0,05).
Resultados andlogos sdo encontrados para as demais
concentragdes.
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Figura 6. Percentual de Viabilidade Celular da fragdo ECFM-H das
folhas de Erythroxylum campestre frente a linhagem tumoral S180 apds
48 horas.

Por sua vez, a fragdo de acetato de etila (ECFM-A),
conforme representada na Figura 7, demonstrou uma
citotoxicidade mais representativa em comparacao
aos demais extratos na menor concentragdo testada
(0,001 mg.mL") (p<0,05). No entanto, ao aumentar a
concentragdo do extrato, a viabilidade também se elevou,
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o que pode ser justificado pelo fato das células terem
metabolizado o excesso do extrato ao perceberem sua
elevada citotoxicidade, apresentando, assim, resisténcia.
Ainda, faz-se imprescindivel salientar que tais extratos
apresentaram efeitos inibitorios melhores que o proprio
farmaco controle.

Ademais, salienta-se que a analise dos dados
supracitados também pode ser inferida a partir do estudo
da Figura 8, que versa sobre a concentragdo inibitoria
dos extratos estudados. Assim como da Tabela 1, a
partir da elucidagdo dos valores de IC50. Analisando
a citotoxicidade das fragdes in vitro frente ao modelo
experimental utilizado, obtivemos os melhores resultados
para as fragdes ECFMppt-A, ECFMppt-M ¢ ECFM-A.

2 0,001
BE10.01
=01
o 1
222 C-
B CH

Viabilidade (%)

1

Concentragéo (mgmL")

0001 001 04

Figura 7. Percentual de Viabilidade Celular da fragdo de ECFM-A da
folha de Erythroxylum campestre frente a linhagem tumoral S180 apds
48 horas.
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Figura 8. Curvas da IC50 dos testes de 48h

Jan / Jun de 2015



Tabela 1. Atividade de citotoxicidade in vitro de extratos da folha de
Erythroxylum campestre em célula tumoral S180, determinada pelo
teste de MTT ap0s 48 horas de exposicdo. Os valores de IC50 expressao
a média das triplicas e o desvio padrio.

EXTRATO BRUTO 1C50 SD
ECFMppt - A 0.30 mg.mL"! +0.2
ECFMppt - D 6.20 mg.mL"! +0.2
ECFMppt - M 0.11 mg.mL"! +0.2

ECFM - A 3.84 mg.mL"! +0.3
ECFM - H 47.68 mg.mL"! +0.3

Um dos responsaveis por apresentar propriedades
anticarcinogénica de grande importancia farmacologica
sdo os alcaloides, e estes foram identificados por meio
do teste com o agente revelador Dragendorff nas
fracdes do extrato de acetato de etila. Assim sendo,
pode-se inferir que o alto percentual de citotoxicidade
observado por esse extrato ¢ decorrente da presenga
destes metabolitos.

E evidente que o género Erythroxylum é detentor
de um grande potencial citotdéxico quando comparado
a outros géneros e, portanto, faz-se necessaria uma
avaliacdo mais ampla e detalhada de seus constituintes
quimicos por meio de ensaios biomonitorados, visando
a busca de principios ativos para o desenvolvimento de
novos farmacos com potencialidade citotoxica frente a
células tumorais.

Conclusao

Com base nos resultados supracitados, conclui-se
que as fragdes das folhas de Erythroxylum campestre
testadas, por meio do método de MTT, apresentam
citotoxicidade variavel (entre 3,96% e 56,51 %) sobre as
células de Sarcoma 180. Ademais, por meio das analises
estatisticas, notou-se que a fragdo de Acetato de Etila
apresentou maior citotoxicidade, com IC;; de 0,301 nos
testes de 48h, enquanto as demais fragdes apresentaram
IC50>1. No que diz respeito a fragdo hexanica, ndo se
observou atividade antitumoral significante frente a
células do S180. Ainda, evidenciou-se que as fragdes de
acetato de etila apresentaram resultado positivo para o
teste de alcaloides.
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