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Resumo: Desde as mais remotas civilizacOes a evolucdo das drogas medicinais, esteve intimamente associada
a utilizacdo de plantas e recursos minerais, como fonte de cura e tratamento das mais variadas doengas. A
eficacia das chamadas “plantas medicinais” tém despertado bastante interesse dos bidlogos, botanicos,
farmacéuticos, quimicos e outros estudiosos do assunto, tendo em vista a infinidade de possibilidades e
aplicabilidades. Considerando o grande campo de estudo a ser explorado, o presente artigo tem por objetivo
verificar o potencial citotéxico in vitro dos efeitos de 18 fragdes das espécies Morinda citrifolia e da Calotropis
procera, aplicados em diferentes linhagens de células tumorais. Quanto aos procedimentos metodoldgicos foi
utilizada a técnica de analise fitoquimica, tendo por finalidade a obtengdo de extratos do algoddo de seda (C.
procera) e do noni (M. citrifolia). Apds o processo da extragdo ambos os extratos foram submetidos ao teste
MTT para avaliar a atividade antitumoral in vitro. Neste processo as diferentes células tumorais utilizadas
foram: PC-3 (prostata), HCT-116 (célon) e SNB-19 (astrocitoma). As células tumorais estudadas foram cedidas
pelo Instituto Nacional do Céncer (EUA) e amostras testadas nas concentra¢fes Unicas de 50 pg/mL para os
extratos e 25 pg/mL para as fragcBes. Os resultados obtidos foram satisfatorios e as substéncias analisadas
apresentaram potencial citotoxico favoravel ao combate de todas as linhagens tumorais testadas.
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1. INTRODUCAO

A grande diversidade de plantas, de um modo geral, possui uma infinidade de compostos quimicos com
potencial para diversas aplicabilidades, tais como: alimentacdo, medicamentos, cosméticos, vestuarios, materiais
de construcdo e até mesmo biocombustiveis. As plantas medicinais, em especial, possuem uma representatividade
muito maior em relagdo as demais utilizacBes, tendo em vista, principalmente, a sua importancia para o
desenvolvimento de tratamentos e medicamentos indispensaveis a manutencéo da sadde das pessoas.

A utilizacdo de plantas com propdsitos medicinais ndo é uma pratica recente, pelo contrario, esta agao representa
uma parte importante da cultura de um povo. Saber este que € utilizado e difundido por populacdes ao longo de
varias geracOes [1]. Com o desenvolvimento da tecnologia aliada & medicina popular, as plantas tém tido seu
potencial terapéutico pesquisado mais intensamente pela ciéncia.

Segundo o relatério State of the world’s plants 2016 publicado pelo Reais Jardins Botanicos de Kew
investigadores, calculam em 390.900 o numero de espécies de plantas conhecidas na Terra. Destas, um total de
369.400 tém flor. Em 2015 foram descobertas 2.034 variedades e em todos 0s anos se descobrem novas espécies
[2]. No Brasil estima-se um quantitativo de 46.097 espécies, deste total aproximadamente 43% delas é endémica,
com uma média de 250 novas espécies por ano [3].

Diante da grande variedade de espécies surge um grande campo de estudo a ser explorado, com inimeras
possibilidades. O que despertou grande interesse para biélogos, botanicos, farmacéuticos e quimicos. Sobretudo na
temética de fitoquimica, ciéncia que estuda todos os constituintes quimicos e as propriedades biolégicas dos
vegetais, cujo principal objetivo é a andlise fitoquimica para indicagdo de metabolitos secundarios que se encontram
na espécie vegetal [4]. Além disso, também tem como objetivo o esclarecimento e registro dos constituintes
resultantes dos vegetais, através do isolamento e elucidacéo de suas estruturas moleculares [5].

O estudo da fitoquimica tém ganhado destaque no cenario cientifico, considerando sobretudo o seu potencial
para analise e descoberta de compostos quimicos e a sua utilizagao na criacdo de novos medicamentos e tratamentos
fitoterapicos das mais diversas doencas, inclusive o cancer.

Segundo o INCA (Instituto Nacional de Cancer), o cancer é um conjunto de doencas caracterizada pelo
crescimento desordenado de células. Sdo mais de 100 tipos diferentes de cancer, os quais podem ser classificados
guanto: ao grau de agressividade, o local do aparecimento e a velocidade de multiplicacdo, na qual a doenca tem a
capacidade de entrar em estagio de metastases ou ndo. Além disso, existem varias causas que




Ocasionam o cancer, sendo agentes externos ou internos ao organismo, 0s quais podem estar individualmente ou
mutualmente relacionados [6].

O cancer atualmente é responsavel por uma em cada seis mortes no mundo, segundo a Organiza¢do Mundial
da Saude (OMS), cerca 8,8 milhdes de pessoas morrem de cancer anualmente [7].

Embora existam varios tipos de tratamento para 0 cancer, tais como: cirurgia, quimioterapia, radioterapia,
hormonioterapia, terapia alvo, imunoterapia, medicina personalizada e o transplante de medula dssea, muitos destes
sdo pouco eficientes ou ainda com custos muito altos. Nesta perspectiva, a necessidade de buscar métodos
alternativos eficazes e acessiveis para tal é eminente, principalmente, considerando-se o potencial medicinal
encontrado nas plantas. A fitoterapia que se enquadra na terapia alvo consiste em estudar plantas medicinais e suas
aplicacGes na cura de doengas, uma pratica antiga que vem ganhando forcas para o desenvolvimento de novas
drogas [8].

Dessa forma, tendo em vista a ampliagdo do campo tedrico acerca do potencial fitoquimico de plantas
medicinais o presente artigo traz em sua proposta de pesquisa uma analise fitoquimica dos extratos da Calotropis
procera e da Morinda citrifolia com o objetivo geral de verificar o potencial citotdxico in vitro de 20 extratos em
trés linhagens de células tumorais.

2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Calotropis procera

A Calotropis procera foi introduzida no Brasil por volta de 1900, atualmente podendo ser encontrada em
diversas regides do pais, principalmente no nordeste onde estéo estabelecidas a maior parte da espécie [9]. Sendo
ela um arbusto ou pequena arvore de mais ou menos 2,5 metros de altura, podendo atingir até 6 metros. A Calotropis
procera também é conhecida popularmente como ciumeira, algoddo de seda, flor de seda, leiteira, queimadeira,
paininha-de-seda e saco de velho. Considerada uma planta invasora de dificil erradicagdo, pertencente ao género
Calotropis R. Br. Espécie Calotropis procera (Aiton) W. T. Aiton. Suas flores séo reunidas em inflorescéncias,
apresentam frutos verdes em forma de bola e quando maduros eles se abrem liberando as sementes. Essa espécie
apresenta alta capacidade de producdo de matéria seca e elevado valor nutritivo, podendo ser utilizada na forma de
feno ou ensilagem pelos agricultores locais, sendo, portanto, uma fonte de alimento para o rebanho nos periodos
de escassez. Possui ainda um sistema radicular bastante desenvolvido, com raiz principal pivotante que pode atingir
1,7 a 3,0 m em solos arenosos de desertos [10]. Quando seu caule e folhas sdo cortados se obtém um fluxo
abundante de seiva branca (latex), devido ao rompimento dos tecidos. A abundancia de latex nas partes verdes da
planta reforca a ideia de que o latex seja produzido e acumulado como uma estratégia de defesa contra predadores
como fungos e insetos [11]. A producdo do latex € uma das principais caracteristicas das plantas da familia
Asclepiadaceae.

Figura 1 — Fotografias da planta Calotropis procera (Ait.)R. Br A — Habito; B — Inflorescéncia; C - Detalhe das
flores abertas; D — Fruto; E — Fruto aberto evidenciando as sementes. (Fonte: Artigo - potencial terapéutico e
tecnoldgico da planta Calotropis procera)

Alguns estudos fitoquimicos realizados com as folhas de C. procera foram detectados glicosideos flavonicos,
glicosideos cardiotonicos, esterdides, triterpenos e polifendis, concordando com os achados de Khan e Malik
(1989); Aktar et al. (1992); Basu et al. (1992); Hussein et al. (1994) e Tanira et al. (1994) [10].

Diferentes partes do algoddo de seda tém sido usadas como fitoterapicos em muitas enfermidades na tradicional
medicina da India, como analgésicos, anti-inflamatdrios, agentes purgativos, anti-helminticos, anti- microbianos,
larvicidas, nematicidas, anticancerigenos, no tratamento das Ulceras gastricas, nas doencas hepaticas e como
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antidoto de envenenamento por serpentes [10].

Além da aplicacdo para o tratamento de diversas enfermidades, a espécie vegetal tem sido estudada também
para o aproveitamento do latex na producao de papel, na producédo do algoddo e na racdo animal. No presente artigo
é feita uma analise fitoquimica dos extratos da C. procera para verificar o potencial citotéxico in vitro de 10 extratos
em trés linhagens de células tumorais.

2.2 Morinda citrifolia

Algumas plantas ganham a classificac&o de planta medicinal por conter um ou mais de seus 6rgaos substancias
que podem ser utilizadas para fins terapéuticos, muitas dessas plantas sdo utilizadas para a alimentacdo humana,
uma dessas plantas ¢ a Morinda citrifolia que é conhecida, popularmente, como noni. Segundo Xangai (2007) a
planta é bastante precoce e ap0s ter iniciado a fase de producéo de frutos ela se torna constante, produzindo o ano
todo [12]. A M. citrifolia é uma planta que apresenta, de 3 a 10 m de altura, utilizada durante séculos pelos povos
Polinésios na medicina tradicional (CHAMBLANCO et al., 2006 apud CORREIA, 2010). Apesar de ser aplicada
nas praticas fitoterapicas na polinésia o noni ainda é praticamente desconhecido no Brasil, fazendo com que nas
Ultimas décadas, muitos trabalhos tenham sido objeto de estudos sobre os constituintes quimicos das diversas partes
de Morinda citrifolia L. (noni). Aproximadamente 200 compostos ja foram identificados na planta e a maioria
desses séo os compostos fendlicos, acidos organicos, iriddides, lignanas, entre outros (WANG e SU, 2001) [12].

Varios estudos fitoquimicos foram conduzidos para esclarecer a constituicdo quimica da M. citrifolia, no
entanto o painel fitoquimico completo desta planta ainda ndo é de conhecimento publico. A investigacdo se deu
nas raizes, cascas, tronco, galhos, folhas, flores e frutos, sendo que cada segmento da planta possui uma gama
variada de substancias (Chan-Blanco et al., 2006; Palioto et al., 2015) [13].

Figura 2 — Fotografias da planta Morinda citrifolia Linn A — Fruto; B — Parte da planta que contem a folha e o
fruto; C - Detalhe das flores; D — Detalhe da polpa e do fruto; E — Fruto aberto evidenciando as sementes.
(Fonte: https://jornalagricola.wordpress.com/2012/03/26/0-cultivo-do-noni-morinda-critrifolia/)

2.3 Coleta da amostra

Para realizacdo da investigacdo fitoquimica é necessario seguir algumas etapas, a primeira delas é a coleta do
material vegetal. A coleta resume-se ao processo de retirar uma ou mais plantas inteiras ou parte delas da natureza.

e O material vegetal foi coletado na cidade de Mossor6-RN.
e Depois de coletado o material vegetal foi enviado para a identificag&o botanica.
e O tratamento prévio do material vegetal foi a secagem em estufa com temperatura controlada em 45°C.

Apos o processo de coleta, as amostras passam pelas seguintes etapas: separacdo e etiquetacdo do material
coletado; embalagem em sacos plasticos; transporte do material; pesagem do material imido; secagem do material;
pesagem do material seco; moagem; obtencdo de extratos [14].
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2.4 Moagem do material

A moagem tem por finalidade reduzir, mecanicamente, o material vegetal a fragmentos de pequenas dimensdes,
preparando-o, assim, para a préxima etapa, a extracdo. A reducdo definitiva somente ocorrerd no momento prévio
as fases de extracdo ou de mistura [15].

2.5 Obtencao de extratos

A preparacdo dos extratos brutos das plantas é o ponto de partida na etapa de isolamento e purificacdo dos
constituintes quimicos fixos das plantas. Existem varios métodos extrativos a depender da sua eficiéncia,
estabilidade dos compostos quimicos, a disponibilidade do meio e o custo do processo. Normalmente ocorre
extracdo concomitante de varias substancias da planta e se faz necessario 0 uso de um método para separar esses
compostos.

O termo extracdo significa retirar, da forma mais seletiva e completa possivel, as substancias ou fracdo ativa
contida em um material vegetal, utilizando, para isso, um liquido ou mistura de liquidos tecnologicamente
apropriados e toxicologicamente seguros.

Apesar da ampla variedade de solventes (liquidos extratores), sdo poucos os utilizados na extracdo dos
compostos vegetais. Essa limitacdo de uso é devido a trés aspectos principais: propriedades extrativas, adequacéo
tecnoldgica, inocuidade fisiolgica e fatores econdmicos. Como a seletividade depende da polaridade, o
conhecimento do grau de polaridade do grupo de substancias que se deseja preferencialmente extrair determina o
tipo de solvente ou mistura que mais se aproxima do 6timo de seletividade para aquela extragdo [14].

As operacdes extrativas geralmente mais utilizadas séo: a maceracdo, percolagdo e soxhlet, obtendo-se assim
0s chamados extratos brutos vegetais [15].

3. METODOLOGIA
3.1 Obtencéo dos extratos

Os extratos vegetais utilizados nesta pesquisa foram provenientes de duas espécies vegetais distintas, o noni
(Morinda citrifolia) e 0 algod&o de seda (Calotropis procera). A escolha das espécies levou em conta a necessidade
de estudo do potencial citotéxico das mesmas, ainda pouco explorados.

O processo de extracdo ocorreu com a retirada de vérias partes das duas plantas, sendo estas, raizes, galhos,
folhas, flores, sementes e frutos. Apds a retirada, o material coletado foi lavado e encaminhado para a secagem em
uma estufa a uma temperatura de 45°C. Depois de secas e desidratadas, todas as partes foram moidas para a
preparacdo dos extratos vegetais.

O material seco e moido foi colocado no erlenmeyer juntamente com o solvente para obtencdo dos extratos.
Nesse processo utilizou-se dois solventes, partindo do mais lipofilico (hexano) seguido pelo mais hidrofilico (alcool
etilico). O tratamento deu-se pelo método de percolag¢do por um periodo de 72 horas a temperatura ambiente. O
material foi filtrado e concentrado em evaporador rotativo, finalizando o processo de extragéo.

Ap0s 0 processo extracdo os extratos obtidos (Tabelas 1,2,3 e 4) foram submetidos ao teste MTT para avaliar
a atividade citotoxica in vitro.

Tabela 1- Os extratos obtidos a partir da Calotropis procera pelo método da percolagéo com hexano.

Parte da planta SIGLA Massa (g) Rendimento
Galho CPGH 0,0583 1,97 %
Folha CPF.H 0,1040 1,28 %

Flor CPFH 0,0161 1,36 %
Fruto CPFH 0,1134 5,41 %
Semente CPSH 0,0013 0,24 %




Tabela 2- Os extratos obtidos a partir da Calotropis procera pelo método da percolagdo com etanol.

Parte da planta SIGLA Massa (g) Rendimento
Galho CPGE 0,0814 g 2,75 %
Folha CPF.E 0,1564 g 1,93 %

Flor CPFE 0,096 g 8,13 %
Fruto CPFE 0,0481 ¢ 2,29 %
Semente CPSE 0,0767 g 14,28 %

Tabela 3- Os extratos obtidos a partir da Morinda citrifolia pelo método da percolagédo com hexano.

Parte da planta SIGLA Massa (g) Rendimento
Galho MCGH 0,0187 0,24 %
Folha MCF.H 0,3222 1,23 %

Semente MCSH 0,2028 0,84 %
Polpa MCPH 0,0313 0,12 %
Raiz MCRH 0,0706 1,14 %

Tabela 4- Os extratos obtidos a partir da Morinda citrifolia pelo método da percolagdo com etanol.

Parte da planta SIGLA Massa (g) Rendimento
Galho MCGE 0,1267 1,60 %
Folha MCF.E 0,6399 2,44 %

Semente MCSE 1,4259 5,92 %
Polpa MCPE 1,7095 6,54 %
Raiz MCRE 0,1595 2,57 %

3.2 Material e a metodologia para o teste MTT

Anélises nos ensaios de citotoxicidade sdo comumente realizadas pelo método do MTT. Grandes Centros de
referéncia utilizam esse ensaio, como o programa de screening do National Cancer Institute dos Estados Unidos
(NCI), que testa mais de 10.000 substancias a cada ano (SKEHAN et al., 1990) [17]. E um método rapido, sensivel
e barato. Foi descrita primeiramente por Mosman (1983) [18] e permite analisar a viabilidade e o estado metabdlico
da célula. E uma analise colorimétrica baseada na conversdo do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5- difenil-2-H-
brometo de tetrazolium (MTT) em azul de formazan, a partir de enzimas mitocondriais presentes somente nas
células metabolicamente ativas. O estudo citotoxico pelo método do MTT permite definir facilmente a
citotoxicidade, mas ndo o mecanismo de acdo (BERRIDGE et al., 1996) [19].

Células: As linhagens tumorais utilizadas, PC-3 (carcinoma de préstata), HCT-116 (célon) e SNB-19
(astrocitoma) foram cedidas pelo Instituto Nacional do Cancer (EUA), tendo sido cultivadas em meio RPMI 1640,
suplementados com 10 % de soro fetal bovino e 1 % de antibidticos, mantidas em estufa a 37 ° C e atmosfera
contendo 5% de CO..

Amostras: As amostras (Tabela 5) foram diluidas em DMSO puro estéril. As substancias foram testadas nas
concentragdes Unicas de 50 pg/mL para os extratos e 25 pg/mL para as fragdes.

As células foram plaqueadas na concentracio de 0,1 x 108 cel/mL para as linhagens PC3 e SNB-19; e 0,7 x 10°
cél/mL para a linhagem HCT-116. As placas foram incubadas com a substancia por 72 horas em estufa a 5% de
CO, a 37 ° C. Ao término deste, as mesmas foram centrifugadas e o sobrenadante, removido. Em seguida, foram
adicionados 150 pL da solugdo de MTT (sal de tetrazolium), e as placas foram incubadas por 3h. Ap6s a incubacéo
as placas foram novamente centrifugadas para retirada da solugdo de MTT. A absorbancia foi lida ap6s dissolucédo
do precipitado de formazan com 150 p L de DMSO puro em espectrofotdmetro de placa a 595nm.




4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos ap0s o teste de atividade citotoxica das amostras testadas estdo apresentados no quadro

1, com seus respectivos percentuais de inibicao.

Quadro 1 - Percentual de inibigdo do crescimento celular (IC%) das amostras na concentragdo Unica de 50
pg/mL para os extratos. Valores sdo média £ DPM (Desvio Padréo da Média).

_ Amostra” HCT-116 | o\ | PC3 | o | SNB-19 | .
N° | Sigla | Identificacao 1C% IC% 1C%

4 | E1 CPGE 94,2 1,56 97,4 1,08 96,6 5,7
5 | E2 MCPE 23,8 1,50 7,7 1,77 - -
6 | E3 CPFRH 37,6 1,55 65,2 2,33 9,7 2,8
7| E4 MCSH 23,9 1,24 11,6 5,16 3,5 0,3
8 | ES CPFOH 31,1 2,10 20,9 0,44 16,6 5,9
9 | E6 MCRH 71,7 3,62 52,4 2,05 89,8 3,9
10| E7 MCGH 44,7 2,00 22,6 1,97 23,3 5,5
11| E8 CPFRE 97,4 1,11 98,1 0,21 100,0 2,6
12| E9 MCFOE 33,2 1,97 18,7 2,88 24,3 3,3
13| E10 | MCFOH 27,3 1,32 17,2 3,22 - -
14 | E11 | CPFOE 100,0 0,71 100,0 0,79 87,4 8,2
15 | E12 CPGH 68,6 0,71 53,3 3,23 43,7 4,0
16 | E13 MCPH 35,5 2,42 13,7 1,80 1,2 10,1
17 | E14 MCGE 29,3 1,53 5,3 1,18 24,0 5,9
18 | E15 | MCSET 27,2 1,24 -2,7 3,58 19,2 6,4
19| E16 | CPFLE 93,2 2,05 84,1 4,55 68,9 6,1
20 | E17 MCRE 88,9 1,22 62,3 3,89 67,9 2,6
21 | E18 CPSE 92,2 3,23 67,6 3,66 93,7 7,2

Com auxilio do software Excel e dos valores obtidos do quadro 1, foi possivel expressar os resultados da
porcentagem de inibigdo das células cancerigenas para diversos extratos das duas espécies testadas encontram-se
descritos nos gréaficos 1 e 2. Os valores com resultados acima de 75% de acdo inibitdria nas linhagens HCT-116,
PC-3 e SNB-19 sdo considerados promissores.

Graficos 1- Percentual de inibi¢do do crescimento celular (IC%) das amostras na concentragdo Unica de 50
pg/mL para os extratos da Calotropis procera. Valores sdo média £ DPM (Desvio Padrdo da Média).
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Gréficos 2 - Percentual de inibicdo do crescimento celular (IC%) das amostras na concentragdo Unica de 50
pg/mL para os extratos da Morinda citrifolia. Valores sdo média + DPM (Desvio Padrdo da Média).
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Os extratos hexanico e etandlico das espécies C. procera e M. citrifolia foram submetidas ao teste de MTT na
concentragdo Unica de 50 ug/mL para avaliar o potencial citotoxico para as linhagens tumorais HCT-116, PC- 3 e
SNB-19. Apenas o0s extratos das raizes da M. citrifolia foram ativos. MCRH inibiu 89,8% de SNB-19 e MCRE
88,9% de HCT-116. Os extratos hexanicos da C. procera foram inativos. Todos os extratos etanélicos da
C. procera sdo ativos com resultados promissores e a¢do inibitdria acima de 75% para todas as linhagens tumorais,
exceto CPFLE (SNB-19, 68,9%) e CPSE (HCT-116, 67,6%).

5. CONCLUSOES

Apos o presente estudo, foi possivel concluir a capacidade de inibi¢do das células cancerigenas para diversos
extratos das duas espécies testadas. Apesar da pesquisa ser embrionaria, os resultados obtidos demonstram o grande
potencial das espécies em estudo, sobretudo a Calotropis procera, tendo em vista que a maior parte dos extratos
foram ativos, e que, se devidamente explorados, podem certamente ser usados na fabricacdo de medicamentos ou
tratamento de vérias doengas, principalmente para os tipos de cancer abordados neste artigo.

Além dos resultados jé discutidos, o presente trabalho também visa servir como referéncia para outras pesquisas
da temética em questdo. Neste aspecto, sugere-se para pesquisas futuras, realizar a conclusdo das etapas do processo
fitoquimico para as mesmas espécies deste estudo, ou ainda estudar o potencial citétéxico de outras espécies,
utilizando-se da andlise fitoquimica.
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