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RESUMO

A busca por novos medicamentos que possam ser utilizados no tratamento do cancer tem mobilizado pes-
quisadores em todo o mundo. Os produtos naturais representam importante recurso para a descoberta e para
o desenvolvimento de novos medicamentos, pois sdo uma rica fonte de compostos biologicamente ativos.
Vassobia breviflora (Sendtn.) Hunz. (Solanaceae), espécie nativa do Rio Grande do Sul, foi avaliada quanto
ao seu potencial citotoxico. Investigou-se in vitro a citotoxicidade do extrato hidroalcoolico de folhas nas
concentragdes de 10, 30, 50, 70, 80 e 100 mg/mL frente a linhagem de células B16F10, pelo método de re-
dugdo do MTT. Os resultados demonstraram uma redug¢ao na viabilidade das células de 86,4% e 88,2%, nas
concentragdes de 10 e 30 mg/mL, respectivamente. Dessa forma, os dados apresentados revelaram que o
extrato de V. breviflora possui atividade citotoxica nas condigdes analisadas.
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ABSTRACT

The search for new drugs that can be used in cancer treatment has instigated researchers around the world.
Natural products represent an important resource for the discovery and development of new drugs, as they
are a rich source of biologically active compounds. Vassobia breviflora (Sendtn.) Hunz. (Solanaceae), a native
species of Rio Grande do Sul, was evaluated for its cytotoxic potential. In vitro, the cytotoxicity of its leaf
hydroalcoholic extract at the concentration of 10, 30, 50, 70, 80 and 100 mg / mL was investigated with the
BI6F10 cell line by the MTT reduction method. The results demonstrated a reduction in cell viability from
86.4% to 88.2%, at concentrations of 10 and 30 mg / mL, respectively. Thus, the presented data revealed that
V. breviflora extract has a cytotoxic activity under the analyzed conditions.
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INTRODUCAO

Os produtos naturais representam um importante recurso para a descoberta e para o desen-
volvimento de novos medicamentos, pois s3o uma fonte rica de compostos biologicamente ativos
(CRAGG; GROTHAUS; NEWMANN, 2009). De fato, a descoberta de novas substancias que possam
ser utilizadas para o tratamento e até mesmo para a cura de doengas ¢ fundamental, tendo em vista a
promocao do bem-estar da populagdo e, também, do proprio avango da ciéncia. Estudos de Newman,
Cragg e Snader (2000, 2003) apontam que no periodo entre 1981 e 2002, mais da metade dos medica-
mentos novos que foram lan¢ados no mercado eram derivados de produtos naturais. Isso evidencia a
importancia desses produtos como fonte para o desenvolvimento de novos medicamentos.

A busca por novos medicamentos que possam ser utilizados para o tratamento do cancer tem
mobilizado pesquisadores em todo o mundo. De acordo com Brandao et al. (2010, p. 9) “o cancer re-
presenta uma enfermidade cada vez mais comum em todo o mundo e a busca por moléculas cada vez
mais potentes € menos toxicas ¢ constante |[...]".

Conceitua-se o cancer como um “grupo de doencas complexas, com comportamentos di-
ferentes, conforme o tipo celular do qual se originam” (BORGES-OSORIO; ROBINSON, 2013,
p.- 385). Na verdade, a palavra cancer, de origem latina (cancer) e significando “caranguejo”, deve
ter sido empregada em analogia ao modo de crescimento infiltrante das células, que podem ser
comparadas as pernas do crustaceo, que as introduz na areia ou lama para se fixar e dificultar
sua remog¢ao (ALMEIDA et al., 2005). A doenga ¢ caracterizada pelo crescimento desordenado e
descontrolado de algumas células nas quais ocorrem mudangas fisiologicas que se transformam
em células tumorais, alterando suas caracteristicas e fungdes, o que resulta na perda de parame-
tros para crescimento (HANAHAN; WEIBERG, 2000).

Considerada uma doenca genética das células somaticas, origina-se preferencialmente de muta-
¢oes em genes que controlam a multiplicagdo celular e, de acordo com Borges-Osorio e Robinson (2013,
p. 385), “o acumulo dessas mutacdes torna o cancer a doenga genética mais comum entre os humanos”.

Os fatores de risco dessa doenga encontram-se no meio ambiente ou podem ser hereditarios
(INCA, 2016). A maioria dos casos esta relacionada ao meio ambiente, no qual encontramos um gran-
de numero de fatores de risco. Entende-se por ambiente o meio em geral (4gua, terra e ar), o ambiente
ocupacional (quando insalubre), o ambiente social e cultural (estilo e habitos de vida) e o ambiente
de consumo (alimentos, medicamentos). As mudangas provocadas no meio ambiente pelo proprio
homem e os habitos e estilos de vida adotados pelas pessoas podem determinar os diferentes tipos de
cancer (ALMEIDA et al., 2005).

Conforme o INCA (2016), estima-se para o Brasil, entre 2016 e 2017, a ocorréncia de aproxi-
madamente 600 mil novos casos de cancer, o que torna essa doenca um verdadeiro problema de saiude

publica e reforca a necessidade urgente de busca de novas alternativas terapéuticas.
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Dentre as muitas tentativas de prevencao e reducao do nimero de casos de neoplasias, estudos
com um grupo de substincias quimicas conhecidas como vitanolideos tém sido muito promissores.
Esses constituem substancias naturais que podem ser definidas como lactonas esteroidais substituidas,
em que o esqueleto basico apresenta um anel do tipo ergostano, que pode estar oxidado nos carbonos 22
e 26 ou nos carbonos 23 e 26 para formar uma d ou Y - lactona/lactol (PIGATTO; MENTZ; SOARES,
2014). Esse grupo de substancias tém sido isolado de plantas de varios géneros, como: Acnistus, Datura,
Jaborosa, Physalis, Vassobia e Withania, todos da familia Solanaceae, e despertam interesse por
apresentarem diversas atividades bioldgicas, como antitumoral, diurética, atividade indutora de
quinonaredutase e atividade imunossupressora (MINGUZZI; BARATA; CORDELL, 2011).

A familia Solanaceae A. L. Jussieu ¢ uma das maiores e mais complexas dentre as angios-
permas, com 92 géneros e cerca de 2.300 espécies, tendo a América do Sul como um dos principais
centros de diversidade e endemismo (HUNZIKER, 2001). Essa familia ¢ conhecida em todo o mundo
por ser bem difundida pelos mais diversos habitats. S0 anuais ou bienais, representadas por plantas
rasteiras ou arvores.

Ratificando a importancia das plantas enquanto recurso terapéutico, desde os anos 60, dife-
rentes espécies da familia Solanaceae vem sendo estudadas em func¢do do seu potencial terapéutico
(TOMASSINI et al., 2000). No presente trabalho, tem-se o género Vassobia como objeto de estudo,
mais especificamente Vassobia breviflora, conhecida popularmente como espordao-de-galo. Essa espécie
estd presente na flora nativa do Rio Grande do Sul, sendo encontrada, principalmente, em ambientes
antropizados (HUNZIKER, 2001).

Estudos ja realizados com essa planta mostraram atividade citotoxica devido a presenca de
substancias do grupo dos vitanolideos. Smith e Baum (2006) conduziram um experimento no qual
demonstraram que V. breviflora foi a mais citotoxica frente a experimento in vitro na linhagem celular
HNSCC (linhagem celular de cancer de cabega e pescoco).

Em outro estudo, Samadi et al. (2010) isolaram o composto ativo vitaferina A, a partir de
extratos de V. breviflora e constataram atividade citotoxica induzida por apoptose em células de car-
cinoma de cabeca e pescogo.

Wergutz et al. (2016), em estudos preliminares utilizando extrato aquoso de folhas de V. bre-
viflora, constataram elevada citotoxicidade em todas as concentragdes testadas (10, 30, 50, 70, 80 e
100 mg/mL), sendo a extragdo a temperatura ambiente na concentracdo de 100 mg/mL a que mais
apresentou atividade frente a uma linhagem de carcinoma de mama.

Nesse contexto, o objetivo do presente estudo foi avaliar a viabilidade celular do extrato hi-

droalcodlico de folhas de V. breviflora frente a linhagem celular BI6F10.



324 Disciplinarum Scientia. Série: Ciéncias da Saude, Santa Maria, v. 19. n. 3. p. 321-329. 2018.
MATERIAL E METODOS

MATERIAL VEGETAL

O material botanico (folhas) de V. breviflora foi coletado em fevereiro de 2017, em uma pro-
priedade particular no distrito de Boca do Monte, municipio de Santa Maria, RS. Trata-se da mesma
populagdo ja coletada e identificada para a realiza¢do de estudos anteriores. A exsicata do material
botanico encontra-se no Herbario da Universidade Federal de Santa Maria - SMDB (Santa Maria

Departamento de Biologia), registrado sob o niimero 14.450.
OBTENCAO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO

Para a obtencao do extrato hidroalcoolico, as folhas de V. breviflora passaram por um processo
de secagem em estufa de circulagdo/renovacao de ar, a temperatura de 40°C durante 48h. Em seguida,
esse material foi moido em moinho de facas e macerado em alcool etilico 80% durante trés dias a
temperatura ambiente. O material resultante foi filtrado e rotaevaporado a pressdo reduzida, a 40°C

obtendo-se o extrato bruto.
LINHAGEM CELULAR

As células da linhagem B16F10 (melanoma murino), provenientes do banco de células do Rio
de Janeiro - RJ, foram descongeladas do ultra-freezer -80°C. Trés aliquotas foram cultivadas em meio
de cultura DMEM (Dulbecco modified of Minimum Essential Media) com 10% de soro bovino fetal e
1% de antibioticos (estreptomicina/penicilina). Apds adquirirem uma confluéncia de 80% na garrafa
de cultura celular, as células foram soltas com o auxilio de um raspador de células Scraper. Apds,
foram centrifugadas (10 minutos a 1500 rpm) e ressuspensas em ImL de meio de cultura (DMEM).
Foram retirados 20uL da suspensdo e misturado a 20uL de azul de tripan para a realizagdo da conta-

gem do numero de células na cAmara de Neubauer.
ENSAIO DE CITOTOXICIDADE E IC 50%

As células BI6F10 foram semeadas na concentracao de 1x10° c€ls/200uL (pogo), em triplicata,
em microplacas de 96 pocos em meio de cultura DMEM completo e expostas a diferentes tratamentos
do extrato hidroalcodlico nas concentragdes de 10, 30, 50, 70, 80 ¢ 100 mg/mL. No controle positivo
foi adicionado peroxido de hidrogénio na concentragdo de 100mM. Em seguida, foram acondiciona-

das em estufa, contendo 5% de CO2, a 37°C, durante 24 horas. Apds 24h foi adicionado o reagente
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MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5- difenil tetrazolium) seguindo a técnica descrita por
Mosmann (1983). Em seguida, foi incubado por 3 horas e, apds esse procedimento, a absorbancia foi
determinada no leitor de ELISA a 560 nm.

A concentracdo inibitéria capaz de reduzir a viabilidade celular em 50% (IC50%) foi obtida
a partir das curvas de viabilidade do ensaio de MTT, utilizando o programa GraphPad Prism 5. Os
experimentos foram conduzidos em triplicatas e a viabilidade estd expressa como porcentagem de

células viaveis com ou sem o tratamento com o extrato.

ANALISE ESTATISTICA

As analises foram feitas utilizando o statistical package for the social (SPSS) versdo 23.0. Para
comparar os tratamentos foi realizada a analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguido do teste

post hoc de Tukey. Foram considerados estatisticamente diferentes valores com P<0,05*.

RESULTADOS

A viabilidade das células da linhagem B16F10, avaliadas apos 24h de exposicao a diferentes
concentragdes do extrato hidroalcoolico de V. breviflora pelo método de redugdo do corante MTT,
estd apresentada na figura 1.

Figura 1 - Viabilidade celular da linhagem de células BI6F10 apresentadas em média +- desvio padrao (DP)
frente a diferentes concentragdes do extrato hidroalcodlico de Vassobia breviflora (Solanaceae).

MTT 24 Horas

ontrole Negativo 10mg 0 BDmg 100mEg

TRATAMENTOS

Fonte: elaborado pelos autores.

As concentragdes de 10 mg/mL e 30 mg/mL do extrato hidroalcodlico de V.breviflora, reduzi-
ram a viabilidade celular de forma significativa em relacdo ao controle com células e meio de cultura,

mostrando um melhor resultado bioldgico na concentragao de 30 mg/ml.
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Observa-se que as concentragdes de 10 e 30 mg/mL apresentaram alta capacidade citotoxica
para a linhagem de células estudadas, reduzindo a viabilidade celular em 86,4% e 88,2%, respecti-
vamente. Essas redugdes foram, inclusive, superiores em rela¢do a reducdo apresentada pelo controle
positivo (H202) que foi de 83,5%. A concentragdo de 50 mg/mL reduziu a viabilidade celular em
14,9% enquanto as concentragdes de 70, 80 e 100 mg/mL ndo apresentaram redugdo da viabilidade
celular. A IC 50% (quantidade de extrato que induz metade do numero de células a morte) foi calcu-

lada pelo software GraphPad Prism e obteve-se o resultado de 39,41 mg/mL.

DISCUSSAO

Neste estudo, avaliou-se uma espécie nativa que ja foi estudada por outros pesquisadores, mas
nao no Brasil, nem com coletas de amostras provenientes da regiao sul. Isso torna o trabalho relevante,
uma vez que a espécie possui um promissor potencial antitumoral (SAMADI et al., 2010).

Avaliar a citotoxicidade de uma planta a partir da analise de seus extratos ¢ uma maneira am-
plamente utilizada para a descoberta de novos agentes antitumorais, pois os ensaios de citotoxicidade
direcionam a pesquisa para substancias que apresentam potencial de inviabilizar as células tumorais
em cultura (HOLBECK, 2004). Esse ensaio ¢ relativamente simples e permite a avaliacdo de um
grande nimero de substancias em pouco tempo (SUGGITT; BIBBY, 2005).

Os resultados obtidos no presente estudo permitem afirmar que o extrato hidroalcoodlico de
folhas de V. breviflora apresenta atividade citotdxica, uma vez que as menores concentragoes ja
foram suficientes para a reducdo da viabilidade celular em mais de 80%. Ja os resultados obtidos
nas concentracdes de 50, 70, 80 e 100 mg/mL provavelmente estdo relacionados as caracteristicas
do extrato hidroalcodlico que se apresentou extremamente viscoso. Ao aplicar o extrato na placa,
formou-se uma biomassa altamente aderente que se depositou ao fundo do pogo, impossibilitando
uma leitura confiavel.

Estudos com a mesma espécie, que estao sendo realizados por Wergutz et al. (2016) utilizando
o extrato aquoso de folhas, também evidenciaram elevada citotoxicidade em diferentes linhagens ce-
lulares. Em um experimento utilizando linhagens de carcinoma de mama, os autores constataram que
o melhor resultado foi obtido utilizando-se uma concentracao de 100 mg/ml do extrato, com o qual a
viabilidade celular foi reduzida em 78,3%.

Em outro estudo utilizando igualmente o extrato aquoso de V. breviflora frente a linhagem
celular B16F10, Wergutz et al. (2016) verificaram que houve redu¢@o na viabilidade celular em 59%
na concentrag¢do de 10 mg/mL. Comparando-se com os dados da presente pesquisa, pode-se observar
que o extrato hidroalcodlico apresenta maior eficacia que o extrato aquoso, possivelmente pela maior
capacidade de extracdo das substancias ativas do extrato hidroalcodlico, uma vez que a reducao da

viabilidade celular com o uso desse extrato foi maior do que com o uso do aquoso.
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Cerca de vinte vitanolideos ja foram isolados de V. breviflora, porém, os estudos com a espécie
evidenciam a vitaferina A como provavel substancia responsavel atividade antitumoral (GROGAN
et al., 2013; SAMADI et al., 2010).

Samadi et al. (2010) realizaram um estudo no qual testaram a atividade antiproliferativa de vitafe-
rina A isolada do extrato hidroalcodlico obtido de partes aéreas de V. breviflora, em quatro linhagens de
células escamosas de carcinoma de cabega e pescoco (JMAR e MDA-1986, UM-SCC-2 e JHUOI11). Por
meio de um bioensaio, utilizando a técnica de MTS (3-(4,5- dimetiltiazol-2-i10-5-(3-carboximetoxefenil)-
-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio), os autores verificaram que a substancia estudada diminuiu a viabilidade

celular de todas as linhagens testadas.

CONCLUSAO

O extrato hidroalcodlico de folhas de Vassobia breviflora apresenta potencial atividade cito-
toxica frente a linhagem celular B16F10. Isso foi verificado pela redugdo da viabilidade celular cons-
tatada neste estudo. As concentracdes de 10 e 30 mg/mL apresentaram diminui¢do da viabilidade
celular em mais de 80%, sendo maior, inclusive, do que a reducdo da viabilidade celular apresentada
no controle positivo.

Mais estudos sdo necessarios para a verificagdo de novos parametros e para os avangos na
perspectiva de utilizacdo de V. breviflora para o tratamento do cancer. Existe, também, a necessidade
de mais testes com o extrato hidroalcoodlico e, possivelmente, a adi¢ao a esse extrato, de uma substan-

cia com maior capacidade diluente.
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