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COSTA FILHO, Francisco Fernandes da. Atividade citotóxica in vitro dos extratos 
hexânico e etanólico das folhas da artemisia absinthium. 2016. Trabalho de Conclusão de 
Curso – Universidade Federal Rural do Semiárido, Mossoró. 2016. 

 

RESUMO 

 

A Artemisia absinthium é uma espécie nativa das regiões temperadas da Eurásia e do 
norte da África com história na medicina popular. As folhas e brotos de floração são 
utilizados na medicina popular como anti-helmíntico, anti-inflamatório, antisséptico, 
antiespasmódico, antitumoral, tônico estomacal, vermífugo, anti-hipertensivo e antipirético. 
Os estudos realizados até hoje sobre a atividade anticancerígena da A. absinthium mostram 
potencialidades do extrato metanólico das partes aéreas no combate ao câncer de mama, 
surgindo assim o interesse para avaliar potencialidade da mesma no combate de outros tipos 
de câncer. Uma amostra da planta coletada no estado Pará nos foi enviada para realização do 
estudo citotóxico in vitro. Foram preparados extratos das folhas A. absinthium utilizando 
hexano (AAFH) e etanol (AAFE). A atividade citotóxica in vitro foi realizada com o teste 
MTT que comprovou a eficácia para linhagens de células tumorais humanas HTC116 (colón), 
SF295 (sistema nervoso central) e PC-3 (próstata). A investigação fitoquímica e posterior 
tratamento cromatográfico para isolamento e purificação dos metabólitos secundários 
responsáveis pela atividade citotóxica foi iniciado com o extrato hexânico.  

 
Palavras-chave: Atividade citotóxica; Artemisia absinthium; Teste MTT; Extratos vegetais 
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COSTA FILHO, Francisco Fernandes da. Atividade citotóxica in vitro dos extratos 
hexânico e etanólico das folhas da artemisia absinthium. 2016. Trabalho de Conclusão de 
Curso – Universidade Federal Rural do Semiárido, Mossoró. 2016. 

 

ABSTRACT 

 

Artemisia absinthium is a species native to the temperate regions of Eurasia and North 
Africa with a history of folk medicine. Flowering leaves and buds are used in folk medicine as 
anthelmintic, anti-inflammatory, antiseptic, antispasmodic, antitumor, stomach tonic, 
vermifuge, antihypertensive and antipyretic. The studies carried out to date on the anticancer 
activity of A. absinthium show potential of the methanolic extract of the aerial parts in the 
fight against breast cancer, appearing the interest to evaluate its potential in the fight against 
other types of cancer. A sample of the plant collected in the state of Pará was sent to us for the 
in vitro cytotoxic study. Extracts from A. absinthium leaves were prepared using hexane 
(AAFH) and ethanol (AAFE). In vitro cytotoxic activity was performed with the MTT test 
that proved the efficacy for human tumor cell lines HTC116 (colon), SF295 (central nervous 
system) and PC-3 (prostate). The phytochemical investigation and subsequent 
chromatographic treatment for isolation and purification of the secondary metabolites 
responsible for the cytotoxic activity was initiated with the hexane extract. 

 
Key-words: Cytotoxic activity; Artemisia absinthium; MTT test; Plant extracts 
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1. INTRODUÇÃO  

 

O câncer atinge uma grande parcela da população. É caracterizado pelo crescimento 

desordenado de células que invadem tecidos e órgãos. Os tratamentos de combate ao câncer 

são as radioterapias, quimioterapias, cirurgias e a fitoterapia, que cada vez mais vem sendo 

empregada no combate ao câncer e tomado grandes proporções no mundo científico (INCA, 

2016). 

Fitoterapia é o tratamento de doenças que utiliza plantas. A maioria dos medicamentos 

populares não possuem comprovação cientifica e nem são testados devidamente como é 

determinado pela Agencia Nacional de Vigilância Sanitária-ANVISA. 

A Artemisia absinthium é uma espécie nativa das regiões temperadas da Eurásia e do 

norte da África com história na medicina popular. As folhas e brotos de floração são 

utilizados na medicina popular como anti-helmíntico, anti-inflamatório, antisséptico, 

antiespasmódico, antitumoral, tônico estomacal, vermífugo, anti-hipertensivo e antipirético. 

Suas substâncias ativas incluem absintina, anabsintina, tujona, tânico e substâncias resinosas, 

ácido málico e ácido succínico (SAXENA et al, 2012). Extratos obtidos a partir de plantas não 

são altamente eficazes e requerem modificação química para melhorar a potência e perfil de 

toxicidade (SAFHI et al, 2012). Os estudos feitos até hoje sobre a atividade da A. absinthium 

mostram potencialidades das partes aéreas no combate ao câncer por meio de apoptose, mas 

sem destacar as substâncias responsáveis. 

Vários estudos sobre plantas medicinais vêm sendo levantado para verificar a 

ocorrência de atividades anticancerígenas. Os fitoquímicos que têm sido utilizados na 

quimioterapia contra o câncer, foram originalmente derivados a partir de ervas e plantas, tais 

como o paclitaxel (RAZIS; FOUNTZILAS, 2001), etoposido (HAINSWORTH; GRECO, 

1995), camptotecina (GARCIA-CARBONERO; SUPKO, 2002) e alcalóides vinca (JORDAN 

et al, 1991). O extrato metanólico das partes aéreas da A. absinthium revelou a presença de 

taninos e flavonóides (como eupafolina, diosmetina, ramnetina, apigenina e seus glicosídeos, 

luteolina, quercetina, rutina e vitexina) que se caracterizam por suas propriedades 

anticancerígenas (NAWAB et al, 2011; BLAGOJEVIC et al, 2006). Teste das atividades 

citotóxicas do extrato metanólico das partes aéreas da espécie Artemisia absinthium mostra 
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potencialidade de desencadeamento da morte celular (apoptose) na linhagem de células MCF7 

(câncer de mama) (GORDANIAN et al, 2014; SHAFI et al, 2012). 

Os extratos brutos das partes aéreas da A. absinthium inibem a proliferação celular 

através da morte celular. Embora muitos agentes anticancerígenos tenham sido desenvolvidos, 

os efeitos secundários desfavoráveis são problemas graves. Assim, há interesse crescente na 

utilização de plantas para o tratamento de cânceres e desenvolvimento de agentes terapêuticos 

mais eficazes e seguros (SAFHI et al, 2012). 

Para o presente estudo, foram analisados os extratos hexânico e etanólico da A. 

absinthium para identificar a potencialidade no combate de células cancerígenas, com base 

nos estudos realizados até o presente momento, que se mostra promissora para extratos 

metanólicos das partes áreas da A. absinthium no combate as células MCF-7 (câncer de 

mama). Os testes anticancerígenos foram realizados para as células HTC116 (colón), em 

SF295 (sistema nervoso central) e PC-3 (próstata). 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. GERAIS:  

 

Produzir extratos a partir das folhas da Artemisia absinthium e avaliar a atividade 

citotóxica in vitro. 

 

2.2. ESPECÍFICOS: 

 

 Produzir extratos hexânico e etanólico das folhas da Artemisia absinthium 

 Testar atividade citotóxica in vitro para as linhagens de células tumorais humanas 

HTC116 (colón), em SF295 (sistema nervoso central) e PC-3 (próstata). 

 Isolar compostos das folhas da Artemisia absinthium utilizando solventes orgânicos de 

diferentes polaridades desde o hexano até o etanol e purificar com cromatografia. 

 Caracterizar as estruturas químicas por espectrometria. 
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3. JUSTIFICATIVA 

 

O uso da medicina popular é um conhecimento empírico usado desde os primórdios da 

humanidade e cada vez mais vem sendo estudado para comprovar cientificamente as suas 

atividades químicas e biológicas. Os estudos feitos até hoje sobre a atividade da A. absinthium 

mostram potencialidades do extrato metanólico das partes aéreas no combate ao câncer por 

meio de apoptose contra MCF7 (câncer de mama). 

A identificação de constituintes químicos oriundos de plantas que combatem o câncer 

eou outras mazelas seria uma grande contribuição para a ciência, aumentando as 

possibilidades de tratamento contra o câncer e as chances de cura, melhorando a qualidades de 

vida da população. 
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4. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

4.1. DESCRIÇÃO BOTÂNICA 

 

Artemisia absinthium (Figura 1) é conhecida como absinto, um aromático, herbáceo, 

uma planta perene com um rizoma lenhoso duro. É amargo, aromático, utilizada para 

estimular o apetite, para doenças gastrintestinais e comumente utilizado na indústria alimentar 

para a preparação de aperitivos (JOSHI, 2013). Este gênero é encontrado principalmente no 

hemisfério Norte e diminui no hemisfério sul. O gênero Artemisia pertence à tribo 

Anthemideae da família Asteraceae. Existem cerca de 500 espécies de ervas e arbustos neste 

gênero. Sua espécie é encontrada principalmente na Ásia, Europa e América do Norte 

(GORDANIAN et al, 2014). 

 

Figura 1- Artemisia absinthium 

 
Fonte: http://www.shutterstock.com/pt/pic-157414685/stock-photo-absinthium-artemisia-

absinthium.html?src=odmbMk85dfcQrYq-bpH7Fg-1-1  
 

É uma planta medicinal, apresentando diversas propriedades farmacológicas, tais 

como anti-helmíntico, antipirético, anticancerígenea (CHEMESOVA et al, 1987), anti-

inflamatório, antidepressivos, antimicrobiana, antioxidante, cognitiva, o potencial de 

antiprotozoário, intoxicante, neurotóxico, entre outras (JOSHI, 2013). Também é utilizado 

para efeitos antiparasitários e no tratamento de anorexia e indigestão. Suas partes aéreas estão 

presentes em muitas preparações à base de plantas gástricas, em suplementos alimentares e 

nas bebidas alcoólicas (ABERHAM et al, 2010). 
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O amargo característico da absinto é causado por lactonas sesquiterpênicas, anabsim, 

-cetopelenolideo e anabsintim. Além disso, as lactonas sesquiterpênicas, lignanas polifenóis 

e flavonóides estão presentes também em extratos da A. absinthium (ABERHAM et al, 2010); 

(GONZALEZ-COLOMA et al, 2012). 

 

4.2. CÂNCER 

 

Segundo o Instituto Nacional de Câncer (2014) o câncer é o nome dado a um 

conjunto de mais de 100 doenças, caracterizado por ser uma doença crônica degenerativa que 

acomete milhões de pessoas sem designar faixa etária, sexo, condições socioeconômica ou 

cultural e está entre as principais causas de morte em todo o mundo (INCA, 2014).  

As células normais que formam os tecidos do corpo humano são capazes de se 

multiplicar por meio de um processo contínuo que é natural, portanto, a proliferação celular 

não implica necessariamente a presença de malignidade, podendo simplesmente responder as 

necessidades específicas do corpo (BRASIL, 2011). 

Todas as estruturas orgânicas apresentam um parênquima, representado pelas 

células em atividade metabólica ou em duplicação, e um estroma, representado pelo tecido 

conjuntivo vascularizado, que tem a finalidade de dar sustentação e nutrição ao 

parênquima. Os tumores também possuem estas estruturas, sendo que os benignos, por 

exibirem crescimento lento, possuem estroma e uma rede vascular adequada, por isso que 

raramente apresentam necrose e hemorragia. Já os tumores malignos, que são 

caracterizados pela rapidez e desorganização do crescimento, pela capacidade infiltrativa 

e pelo alto índice de duplicação celular, apresentam uma desproporção entre o parênquima 

tumoral e o estroma vascularizado (BRASIL, 2013).  

Os principais tipos de câncer que mais acomete a população brasileira são: O câncer 

de próstata, câncer de mama, câncer de pulmão, câncer de cólon e reto, câncer de estômago e 

câncer de colo uterino, câncer da cavidade oral, câncer de esôfago, leucemias, câncer de pele 

não melanoma e câncer de pele do tipo melanoma, como observa-se na tabela a seguir. 
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Gráfico 1 -  Incidência dos principais tipos de câncer, segundo sexo. 

 
Fonte: Instituto Nacional de Câncer - INCA, 2011. 

 

4.3. EXTRAÇÃO DE MATERIA ORGÂNICA 

 

Para a separação de compostos de um extrato vegetal é necessário à utilização de um 

solvente, ou mistura de solventes, que tenha afinidade com o material que originará no arraste 

das substâncias que apresentem afinidade com os solventes orgânicos. 

A escolha do solvente para produção do extrato de plantas é feita baseado nos 

objetivos do estudo. Para extrair misturas de compostos de baixas polaridades utilizam-se 

solventes pouco polares (como éter de petróleo, hexano, clorofórmio) e poucos hidrófilos. Já 

etanol e metanol extraem compostos mais polares e hidrófilos (MATOS, 1970). 

 

4.4. CITOTOXICIDADE 

 

Para determinar a biocompatibilidade de qualquer material para uso em dispositivos 

biomédicos a ISO 10993 do Órgão Internacional de Padronização (International Standard 

Organization), indica a utilização do ensaio de citotoxicidade in vitro e depois de comprovada 

a não toxicidade é que se pode dá continuidade e iniciar os ensaios in vivo em cobaias 

(animais de laboratório). 
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Os testes de citotoxicidade consistem em colocar o material direta ou indiretamente 

em contato com uma cultura de células, verificando-se as alterações celulares por diferentes 

mecanismos, entre os quais a incorporação de corantes vitais ou a inibição da formação de 

colônias celulares (ROGERO et al, 2000). O parâmetro mais utilizado para avaliar a 

toxicidade é a viabilidade celular por colorimetria, que pode ser evidenciada com auxílio de 

corantes vitais como 3-(4,5-dimetil-2-tiazol) -2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazólio – MTT 

que baseia-se na capacidade da enzima succinato desidrogenase, ativa em mitocôndrias de 

células viáveis, em converter o sal de tetrazólio, que é hidrossolúvel e de cor amarela, em 

cristais de formazan, que são de cor púrpura (BARRETO, 2013). Portanto, é possível 

distinguir entre células vivas e danificadas ou mortas pela medida de intensidade de cor da 

cultura celular (CIAPETTI et al,1996).  

As vantagens dos métodos in vitro em relação aos in vivo são as eliminações do 

número de variáveis experimentais, obter dados significativos mais facilmente em um período 

mais curto na maioria dos casos. O problema da extrapolação dos dados obtidos in vitro para a 

aplicação clínica dos biomateriais pode ser superado pelo uso de materiais de referência 

apropriados, atualmente em uso nas clínicas (ROGERO et al, 2003). 

 

4.5. CROMATROGRAFIA EM CAMADA DELGADA 

 

A cromatografia é um método físico-químico de separação dos componentes de uma 

mistura, que ocorre devido a diferentes interações, entre duas fases imiscíveis, a fase móvel e 

a fase estacionária. 

Cromatografia em camada delgada (CCD) em sílica gel é uma das técnicas mais 

utilizadas para a separação e identificação de produtos naturais, sendo amplamente empregada 

para o controle de qualidade analítico de matérias-primas vegetais e fitoterápicos (CÉSAR, et 

al 2007).  A CCD é uma técnica largamente utilizada para fins de análise, tanto de extratos 

vegetais brutos quanto para avaliar o resultado de um processo de separação. Consiste na 

separação dos componentes através da migração diferencial sobre uma camada delgada de 

adsorvente retido sobre uma superfície plana (LOPES, 2006). 
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5. METODOLOGIA EXPERIMENTAL  

 

5.1. COLETA DO MATERIAL E IDENTIFICAÇÃO DA PLANTAS 

 

O material foi coletado em dezembro de 2015 no estado do Pará e enviado aos 

cuidados do Dr. Manoel Odorico de Moraes Filho tendo como indicação se tratar da Artemisia 

absinthium. O material vegetal foi encaminhado ao Herbário Prisco Bezerra EAC-UFC para 

identificação botânica e caracterizada como pertencente à família Asteraceae. 

 

Figura 2 - Artemisia absinthium coletada no Pará 

 
Fonte: Autor 

 

5.2. EXTRAÇÃO DAS FOLHAS 

 

As folhas da Artemisia absinthium foram secas e trituradas (m = 84g) e extraídas a frio 

exaustivamente em percolador com hexano (AAFH) seguido de etanol (AAFE). 

Após a extração o AAFH e o AAFE foram concentrados por rotaevaporação IKA com 

pressão reduzida e calor. 

Após a extração o material foi concentrado e o extrato seco AAFH (figura 03), rendeu 

m = 10,7838g. O aspecto físico de AAFH assemelha-se a uma cera oleosa de cor amarelo 

amarronzada, característica não rara de extratos apolares. 
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Figura 3 - Extrato hexânico da AA 

 
Fonte: autor 

 

 A mesma metodologia foi seguida para o extrato seco AAFE (figura 04) que rendeu 

m = 6,7446g. O aspecto de AAFE é um pó verde. 

 

Figura 4 - Extrato etanólico da AA 

 
Fonte: autor 

 

5.3. TESTE DE CITOTOXICIDADE IN VITRO 

 

As células em suspensão ou em monocamadas foram plaqueadas em placas de 

multicavidades de 96 poços. A densidade das linhagens no plaqueamento encontra-se descrito 

na tabela 1. Após 24 horas de incubação, 100 µL das substâncias testes foram incubadas com 

a suspensão de células. Após 69 horas de incubação, as placas foram centrifugadas (1500 

rpm/15 minutos) e o sobrenadante, descartado. Cada poço, recebeu 150 µL da solução de 3-

(4,5-dimetil-2-tiazol) -2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazólio - MTT a 0,5 mg/mL, tendo sido 

incubadas por 3 horas, em estufa incubadora com atmosfera de 5% de CO2 a 37ºC. Após esse 

período, as placas foram novamente centrifugadas à 3000 rpm por 10 minutos, o sobrenadante 

desprezado e o precipitado ressuspendido em 150 µl de DMSO. Para quantificação do 

formazan obtido pela redução do MTT nas células viáveis, as absorbâncias foram lidas com 
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auxílio de espectrofotômetro de placa empregando o software Multimode Detection, onde o 

comprimento de onda foi ajustado para 595 nm. A doxorrubicina e/ou rotenona foram 

utilizadas como controle positivo dos experimentos (MOSMANN et al., 1983). 

 

Tabela 1 - Linhagens tumorais usadas nos ensaios in vitro de citotoxicidade. 

Linhagem 
Tipo histológico da linhagem 

(Origem) 

Concentração de 

plaqueamento 

(Células/ml) 

HCT-116 Carcinoma colo retal 7 x 104 

PC-3 Adenocarcinoma de próstata 1 x 105 

SF-295 Glioblastoma 1 x 105 

 

 

5.4 MÉTODOS CROMATOGRÁFICOS 

A cromatografia em camada delgada foi efetuada em cromatofolhas de alumínio de gel 

de sílica 60 F254 (Aldrich) com espessura de 0,20 mm contendo indicador de fluorescência.  

A visualização das manchas em placas analíticas de sílica foram realizadas pela 

exposição destas à radiação de luz ultravioleta (UV) em dois comprimentos de onda 312 e 365 

m, pela utilização de lâmpada modelo CN–15 LM VILBER LOURMAT e/ ou pela 

pulverização com uma solução de vanilina e ácido perclórico 10% em etanol, seguido de 

aquecimento em estufa. Os solventes utilizados para cromatografia foram: hexano e acetato de 

etila. 

Foram realizados testes com cromatografia em camada delgada (CCD) dos extratos 

hexânico e etanólico. A dissolução de AAFH com hexano apresentou um precipitado sólido 

insolúvel. Teste de solubilidade positivo do material precipitado com acetato de etila, solvente 

orgânico de polaridade mais alta, demonstrou que o mesmo tratava-se de composto orgânico. 

Foi então realizado um teste comparativo do extrato bruto AAFH com o material precipitado.  

O resultado está representado na figura 5 (pág 24) 

Fonte: Autor 
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 O material insolúvel foi recristalizado e submetido à técnica de cromatografia em 

camada delgada preparativa visando à purificação do composto orgânico de coloração 

amarela. 

 Foram aplicados aproximadamente 40 mg do material por placa, num total de 4 placas. 

A corrida cromatográfica foi eluída com a mistura de solventes hexano: acetato de etila na 

proporção 2:1. O material resultante da separação foi raspado e os compostos orgânicos 

extraídos com acetato de etila (Fig. 6, pág. 24)  

(a)                                         (b)                                     (c)  Figura 5 - Processo de isolamento do material precipitado insolúvel em hexano em AAFH. (a) 
AAFH; (b) AAFH-PPT; (c) Ensaio comparativo em CCD de AAFH e do AAFH-PPT. 

Fonte: Autor 

Figura 6 - Extração dos compostos orgânicos isolados a partir da CCD 

Fonte: Autor 
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6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os extratos obtidos das folhas da A. absinthium, AAFH e AAFE, foram testados no 

Laboratório de Oncologia Experimental (LOE-UFC) por meio do ensaio de citotoxicidade 

pelo método do MTT, em concentração única 25 microgramas/mL de extrato. Os resultados 

encontram-se descritos no gráfico 2, mostrando a porcentagem de inibição das células 

cancerígenas para diversos extratos de várias plantas. 

 

Gráfico 2 - Avaliações da citotoxicidade in vitro em dose única, através do método do MTT 
após 72 horas de incubação frente a 3 linhagens de células tumorais 
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O extrato AAFE mostra uma porcentagem de inibição acima de 75% nas células HCT-

116 e SF-295, 97,5% e 98,6%, respectivamente. Enquanto nas células PC-3 obteve somente 

58,5% de inibição. 

Já AAFH obteve 89,4% de inibição nas células HCT-116, 76,2% em SF-295 e 88,0% 

em células PC-3. A figura mostra um comparativo entre os extratos AAFH e AAFE para cada 

linha celular testada. 

 

Fonte: Autor 
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Gráfico 3 - Comparativos de inibição entre os extratos AAFH e AAFE 
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A AAFH manteve inibições acima de 75% em todas as linhas celulares obtendo o 

máximo em HCT-116 atingindo 89,4% e valores menores em SF-295 obtendo 76,2%. AAFE 

mostra menor inibição em células PC-3 com 58,5% e maior atividade em SF-295 inibindo 

98,6% das células. 

  

Fonte: Autor 
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 

Os extratos hexânico e etanólico obtidos da Artemisia Absinthium mostraram eficácia 

nos testes in vitro na inibição das células HTC116 (colón), em SF295 (sistema nervoso 

central) e PC-3 (próstata). Sendo de total importância para a sociedade a descoberta de novas 

substâncias capazes de combater o câncer. 

Os efeitos secundários desfavoráveis do uso do extrato bruto são problemas graves, 

abrindo foco para pesquisas mais profundas sobre a A. absinthium no combate ao câncer, 

possibilitando a construção de trabalhos futuros para identificação dos compostos causadores 

das mortes celulares. Visando o desenvolvimento de agentes terapêuticos mais eficazes e 

seguros. 

 A identificação da molécula isolada e purificada por CCD está em fase de identificação. As 

análises espectrométricas ainda não foram concluídas, sendo estas essenciais para a caracterização da 

molécula.  

 Os testes citotóxicos in vitro com a molécula pura, usando a técnica MTT, serão 

solicitados após confirmação da elucidação estrutural, visando associar estrutura com 

atividade. 
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