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SILVA, Stella de Jesus Lourenco da. Perfil fitoquimico e avaliagdo das atividades
antioxidante e citotoxica dos extratos orgéanicos das folhas de Clidemia hirta (L.)
D. Don. 2022. 49 p. Trabalho de Concluséo de Curso (Graduagdo em Biomedicina) —
Universidade Federal de Pernambuco, Recife, 2022.

RESUMO

O céancer é responsavel por milhares de mortes anualmente. Dentre as principais
causas para o desenvolvimento da doenca, esta o estresse oxidativo. Diante disso,
as plantas medicinais se destacam por apresentarem fitoconstituintes com potencial
farmacolégico antineoplasico, incluindo a espécie Clidemia hirta (L.) D. DON
(Melastomataceae), conhecida como pixirica, caiuia ou peludinha. A C. hirta &
utilizada pela populacéao para tratar feridas, sintomas gastrointestinais, parasitoses e
fluxo menstrual intenso. O objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil fitoquimico e as
atividades antioxidante e citotoxica in vitro de C. hirta (Ch). Para isso, as partes
aeéreas de C. hirta foram coletadas e submetidas a extracdo por maceragao
exaustiva para obter os extratos em hexano (ChHex), acetato de etila (ChAcOEt) e
etanol (ChEtOH). A analise fitoquimica foi realizada pelo método de cromatografia
em camada delgada (CCD) e o doseamento de flavonoides, fendis totais e residuais
pelo método de Cloreto de Aluminio (AICIs) e Folin-Ciocalteu, respectivamente. A
capacidade antioxidante de C. hirta foi avaliada pelos métodos de ABTS (2,2 AZINO
BIS (3-etilbenzo-tiazolina-6-acido sufénico), DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) e
fosfomolibdénio. A atividade citotoxica dos extratos de C. hirta foi realizada pelo
método do MTT (brometo de 3-(4,5, dimetiltiazol-2-il)-2,5 difenil tetrazélio) em células
saudaveis (L-929 e Vero) e tumorais (HCT-116, HT-29, NCI-H292, MCF-7, HL-60,
Jurkat e K-562). Adicionalmente, foram analisadas as alteracdes morfolégicas
induzidas pelo extrato ChAcOEt apos 72 h de tratamento nas células NCI-H292 nas
concentragbes de 6,36 ug/mL e 16,72 ug/mL. A analise fitoquimica dos extratos de
C. hirta permitiu a identificacdo de esteroides e terpenos (ChHex), taninos e
flavonoides (ChAcOEt e ChEtOH). O extrato ChAcOEt apresentou melhor atividade
antioxidante entre os demais (ABTS: 239,37 pg/mL = 11,95; DPPH: 11, 27 pg/mL +
0,13; e Fosfomolibdénio: 94, 25 % * 0,03). Os trés extratos testados apresentaram
percentual de inibicdo de crescimento celular (IC%) abaixo de 30% para a linhagem
L-929 (fibroblastos murinos) e auséncia de atividade citotdxica frente as células Vero
(células epiteliais de macaco verde). Os extratos ChHex e ChEtOH apresentaram
IC% abaixo de 50% em todas as linhagens testadas, exceto o extrato ChHex frente
as linhagens Jurkat (IC%: 64,24) e K562 (IC%: 68,07), ndo sendo promissores para
futuros estudos. Ja o ChAcCOEt se destacou por inibir acima de 70% das células
tumorais MCF-7, NCI-H292, Jurkat, HT-29 e K562, além de apresentar valores de
Clso abaixo de 30 pg/mL. O ChAcOEt causou alteracfes indicativas de apoptose,
como fragmentacao nuclear, condensacéo do nucleo e da cromatina em células NCI-
H292. Os extratos em estudo apresentaram atividades antioxidantes e citotoxicas,
com destaque para o extrato ChAcOEt, considerado promissor, para a continuidade
das investigacdes acerca do seu potencial anticancer, mecanismos de acdo e a
identificacdo das moléculas responsaveis por tais propriedades.

Palavras-chave: antineoplasicos; metabolitos secundarios; melastomataceae.
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ABSTRACT

Cancer is responsible for thousands of deaths annually. One of the main causes for
the development of the disease is oxidative stress. In view of this, medicinal plants
stand out for presenting phytoconstituents with antineoplastic pharmacological
potential, including the specie Clidemia hirta (Melastomataceae), popularly known as
pixirica, caiuia or peludinha. In folk medicine, it is used to treat wounds,
gastrointestinal symptoms, parasites, and heavy menstrual bleeding. The purpose of
this work was to evaluate the phytochemical profile and the in vitro antioxidant and
cytotoxic activities of C. hirta (Ch) leaves. For this, the aerial parts of Clidemia hirta
were dried at 37 °C, grounded and the plant extracts were prepared by maceration in
hexane (ChHex), ethyl acetate (ChAcOEt), and ethanol (ChEtOH). The
phytochemical profile was identified by the thin layer chromatography (TLC) method
and the determination of flavonoids, total and tannins by the Aluminum Chloride
(AICI3) and Folin-Ciocalteu methods, respectively. The antioxidant activity of C. hirta
was performed using the ABTS (2,2'-azinobis (3-ethylbenzothiazoline 6-sulfonate)),
DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) and phosphomolybdenum assays. The MTT
(3-(4,5, dimethylthiazol-2-yl)-2,5 ditetrazolium bromide) test was used to evaluate the
cytotoxic activity of C. hirta extracts in non-tumor (L-929 and Vero) and tumor (HCT-
1, HT-29, NCI-H292, MCF-7, HL-60, Jurkat and K-562) cell lines. Addtionaly, the
morphological alterations induced by ChAcOEt (ICso: 6,36 ug/mL and ICsp: 16,72
Mg/MI) was evaluated in NCI-H292 after the coloration with the panotic rapid kit. The
phytochemical analysis of C. hirta extracts revealed the presence of steroids and
terpenes (ChHex), tannins, and flavonoids (ChAcOEt and ChEtOH). The ChAcOEt
extract showed the greatest antioxidant activity (ABTS: 239.37 pg/mL + 11.95;
DPPH: 11.27 pg/mL + 0.13; and Phosphomolybdenum: 94.25% + 0.03). The three C.
hirta extracts inhibited less than 30% of the L-929 cells (mouse fibroblast cell line)
and no cytotoxic activity was observed in the Vero cell line (epithelial cells from green
monkey kidney), showing that they do not present relevant cytotoxicity against
healthy cells. The ChHex and ChEtOH extracts inhibited less than 50% of all cell
lines tested, with exception of ChHex in Jurkat (64.24%) and K-562 (68.07%), not
being considered as promising for further studies. Additionally, ChAcOEt showed a
growth inhibition percentage (GI%) above 70% in MCF-7, NCI-H292, Jurkat, HT-29,
and K-562 cells, and it was also capable of inhibiting 50% of these cells at
concentrations below 30 pg/mL. Moreover, ChAcOE caused morphological changes
seen in apoptotic processes, such as nuclear fragmentation, chromatin and nucleus
condensation in NCI-H292 cells. The extracts evaluated in this study exhibited
antioxidant and cytotoxic activities, specially ChAcOE, which should be considered
for more detailed investigations about its anticancer activity, the mechanism of action,
and identification of the molecules responsible for each one of these biological
proprieties.

Key words: antineoplasic; melastomataceae; secondary metabolites.
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1 INTRODUCAO

O cancer é definido como um conjunto de doencas caracterizadas pela
proliferacdo descontrolada de células malignas, sustentadas por um microambiente
rico em células, nutrientes e fatores de crescimento, que favorecem o
desenvolvimento do tumor (HANAHAN, 2022), além disso, o estresse oxidativo
também contribui para o desenvolvimento e manutencao dessa patologia (ZHANG
J., 2021). Embora a ciéncia e a tecnologia tenham avancado no tratamento desta
enfermidade, ela ainda esta entre as 10 principais causas de mortes no mundo
(OPAS, 2020), causando milhares de mortes anualmente (IARC, 2020).

Os tratamentos convencionais para o cancer visam reduzir ou eliminar as
células tumorais, no entanto, as células saudaveis também séo afetadas durante o
processo, trazendo complicacdes clinicas aos pacientes (CHU, 2018; VAIDYA,
2021). Diante dessas limitacdes, novas medidas terapéuticas precisam ser
aplicadas, destacando-se as plantas medicinais como fonte de biomoléculas
capazes de originar farmacos menos toxicos e mais seletivos no combate ao cancer
(QU; SAFONOVA; DE LUCA, 2019; SINGH; PANDA; SATAPATHY, 2020).

Diante disso, a familia Melastomataceae possui 166 géneros, entre eles, 0
género Clidemia (CLAUSING; RENNER, 2001), que abriga 175 espécies, das quais
50 estdo distribuidas no territorio brasileiro, destacando a espécie Clidemia hirta,
popularmente conhecida como, caiua, pixirica ou peludinha, que é tipicamente
encontrada na regido do cerrado e em florestas de galeria (GOLDENBERG; SOUZA;
DEQUECH, 2005; MEDEIROS, 2011).

Na medicina popular, o cha de C. hirta é utilizado para tratar feridas causadas
por Leshimania braziliensis e disfuncbes gastrointestinais (FRANCA; LAGO;
MARSDEN, 1996; REGO et al., 2016), enquanto a infusédo das folhas da espécie tem
sido usada como antiplasmédica e desregulacdes menstruais (DEFILIPPS; MAINA;
CREPIN, 2004). Na literatura, estudos identificaram a presenca de diversas
moléculas como, os terpenos, esteroides, taninos e flavonoides em extratos das
folhas de C. hirta (BOMFIM et al., 2020, 2021). Além disso, 0 extrato etandlico da
espécie € relatado por sua atividade antibacteriana (LOPEZ et al., 2016), e o
extrativo em acetato de etila por auséncia de toxicidade em Artemia salina no estudo
de Bomfim et al. (2020).
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Diante das consequéncias dos tratamentos antineoplédsicos, o potencial
bioldgico de C. hirta e a escassez de estudos que avaliem as atividades antioxidante
e citotoxicas da espécie, esse trabalho teve como objetivo contribuir com a
descoberta de novas moléculas bioativas oriundas de C. hirta através da
identificagdo dos componentes fitoquimicos e avaliacdo das atividades antioxidantes

e citotoxicas desta espécie.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O CANCER

A carcinogénese envolve mecanismos de iniciacdo, promocao e progressao
gue resultam na transicdo de células normais em células tumorais. Esse evento &
estimulado por carcinbgenos genotoxicos (benzeno, arsénio, etc) e/ou nao-
genotéxicos (poluicdo, dieta, etc) (GEORGE; TSUCHISHIMA; TSUTSUMI, 2019;
HIDAJAT et al., 2019; BARGUILLA et al.,, 2020). Esses processos podem agir
individualmente ou sinergicamente resultando no dano direto ao DNA por meio de
mutacbes e instabilidade, contribuindo com o desenvolvimento de células
cancerigenas (FISHBEIN et al., 2020; ZHANG A. et al., 2020; TANG et al., 2022).

A replicacdo de células saudaveis € controlada através da manutencdo da
homeostase no controle do ciclo celular, no entanto, essa condicdo esta alterada em
diversas doencas, incluindo o cancer (BATIR; SAHIN; CAM, 2019; BOUTELLE;
ATTARDI, 2021). Essa alteracao pode ser influenciada por mutagées no gene TP53,
gue em condicdes normais se apresenta em niveis necessarios para evitar a
multiplicacdo de células mutadas, suprimindo o aparecimento de tumores.
Entretanto, quando mutado, por perda ou ganho de funcédo, favorece o
desenvolvimento e a multiplicacdo de células malignas que levam a formacéo
tumoral (MORRIS et al., 2019; GUO et al., 2021; VELEZ et al., 2022).

Esses processos culminam na replicacdo exacerbada de células malignas
sustentadas por um microambiente rico em células, nutrientes, fatores de
crescimento e moléculas que atuam favorecendo a tumorigénese e a progressao
maligna. Esse ambiente possui algumas caracteristicas (Figura 1) em comum entre

0S canceres que permitem a manutencdo e a progressdo do tumor, como a
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resisténcia a morte celular, replicacdo descontrolada, capacidade de invasédo e
metéstase, escape do sistema imune, inflamacao promovida pelo tumor, entre outras
(HANAHAN, 2022). Diante disso, o conhecimento do microambiente tumoral é um
fator essencial na busca de novas moléculas que combatam ao cancer, em especial,

direcionadas as caracteristicas citadas.

Figura 1 — As caracteristicas marcantes do cancer
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Mutagdo e
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Indugéo ou acesso a vasculatura Ativagao de invasdo e metastase

Fonte: HANAHAN, 2022 (adaptada).

O microambiente tumoral € um ambiente multicelular complexo (figura 1), as
células que o compdem variam de acordo com o tipo de cancer, mas a presenca de
células imunes, estromais, vasos sanguineos e matriz extracelular sdo comuns a
todos os tipos (TRUFFI; SORRENTINO; CORSI, 2020). A presenca dessas células é
estimulada pelas células tumorais que promovem alteracbes celulares, fisicas e
moleculares no organismo do hospedeiro, permitindo o0 estabelecimento,

manutencao, progressao e invasdo do tumor (ANDERSON; SIMON, 2020).

2.1.1 Incidéncia e mortalidade
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Segundo os Ultimos dados publicados pela Agéncia Internacional de
Pesquisa em Céancer (IARC), cerca de 19.292.789 milhdes de novos casos de
cancer ocorreram no mundo em 2020 (figura 2). Entre esses, a maior parte dos
casos foram causados pelos cancer de mama e pulméo (IARC, 2020). No Brasil,
esses numeros chegaram a cerca de 592.212 ocorréncias, nos quais o cancer de

mama e prostata foram os mais frequentes (figura 3), (INCA, 2020).

Figura 2 — Taxas de incidéncia de acordo com o cancer, para ambos sexos, no
mundo em 2020.

Mama
2261 419 (11.7%)

Colo uterina Figado

604 127 (3.1%) 905 677 (4.7%)
Total : 19 292 789

Pulmao
2 206 771 (11.4%)

Colaorretal
Outros 1931 590 (10%)

8 B79 843 (46%) Prostata

1414 255 (7.3%)

Estdémago
1089 103 (5.6%)

Fonte: Agéncia Internacional de Pesquisas em Céancer (IARC), 2020.

Figura 3 — Taxas de incidéncia de cancer na populacéo brasileira de acordo com
sexo em 2020.

Distribuicio proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2020 por

sexo, exceto pele ndo melanoma®
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*Nimeros arredondados para miltiplos de 10.

Fonte: Instituto Nacional do Cancer (INCA), 2020.
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Diante do aumento no niumero de casos desta doenca, as taxas de mortalidade
continuam em ascenséo, notando-se que, apenas em 2020, cerca de 9.958.133
Obitos foram causados por neoplasias malignas no mundo (figura 4), alcancando
uma taxa de 259.949 mortes no territorio brasileiro. Entre os diversos canceres, o
cancer de pulmao foi o principal causador desses Obitos no mundo e no Brasil
(IARC, 2020). Quando se trata da mortalidade em relagdo aos sexos, o cancer de
pulméo e mama séo os principais causadores de mortes pela doenca em homens e
mulheres, respectivamente, tanto no territério brasileiro quanto mundialmente (IARC,
2020; INCA 2020).

Figura 4 — Numero de mortes no mundo para ambos os sexos em 2020.

Pulmio
1796 144 (18%)

QOutros
3932 768 (39.5%) Colorretal
= 935 173 (9.4%)
Figado
830 180 (8.3%)
Péancreas Estdmago
466 003 (4.7%) 768 793 (7.7%)

Esdfago Mama
544 076 (5.5%) 684 996 (6.9%)

Total : 9958 133

Fonte: Agéncia Internacional de Pesquisas em Céancer (IARC), 2020.

2.2 ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo pode ser causado pela presenca de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e espécies reativas de nitrogénio (RNS) liberadas pelo metabolismo
de células, especialmente geradas pelas mitocéndrias, como: anions superéxido
(O,), peréxido de hidrogénio (H.O.), radicais hidroxilas (-OH) e radical 6xido nitrico
(NO), etc. Em condicBes normais, essas moléculas mantem a hosmeostase das
reacdes de oxido-reducdo do organismo, entretanto, em elevadas concentracdes
podem se ligar a componentes essenciais a sua manutencdo, como proteinas,
lipidios e nucleotideos, resultando em danos celulares (SABOGAL-GUAQUETA et
al., 2019; SIES; JONES, 2020).
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O controle das espécies reativas de oxigénio é realizado por sistemas
bioldgicos de eliminacdo de ROS, como as enzimas superoxido desmutase, catalase
e glutationa redutase, ou ainda, pela acdo de moléculas (ex. polifendis) que inibam
enzimas oxidantes como a xantina oxidase, evitando, assim, danos ao organismo
(ZHANG Q. et al., 2020). Entretanto, 0 aumento dessas moléculas e desbalanco
entre esses mecanismos podem favorecer o surgimento ou progressao de doencas,
incluindo o cancer (OKA et al., 2020; TEKIN; SEVEN, 2022).

Em diversos canceres o0s niveis das espécies reativas de oxigénio esta
elevado, essas podem se ligar a moléculas essenciais a sobrevivéncia das células
tumorais (DNA, proteinas, etc), levando a morte destas, em contrapartida, em niveis
moderados, atuam favorecendo a iniciacdo, progressao, invasdo, metastase e
resisténcia do tumor (figura 5) (ZINCZUK et al., 2020; KUNDAKTEPE et al., 2021).
Essas células podem ainda se favorecer de mecanismos antioxidantes proprios, que
as protejam do estresse oxidativo causado pela quimioterapia, contribuindo com a
sua resisténcia e limitando as opc¢bes dos tratamentos antitumorais disponiveis
(ZHOU et al., 2019).

Figura 5 — Func¢@es das espécies reativas de oxigénio (ROS) no cancer
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Fonte: Zhang J. et al. 2021 (adaptada).

2.3 TRATAMENTOS ANTINEOPLASICOS

As terapias antineoplasicas convencionais utilizadas podem ser localizadas
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(resseccdo cirurgica, radioterapia, ultrassom, etc), sistémicas (quimioterapia, terapia
hormonal, terapia alvo, imunoterapia, etc) ou, ainda, associadas (terapias locais e
sistémicas), com a escolha dependo do local afetado, grau de invasao, tipo de
tumor, entre outros aspectos (MEDINA et al.,, 2020). Esses tratamentos podem
controlar, diminuir, ou eliminar o tumor, entretanto, podem trazer diversos efeitos
colaterais aos pacientes a curto e longo prazo (MATEI et al., 2019; PEZ et al., 2020;
JIRI et al., 2021).

Os medicamentos antineoplasicos disponiveis podem ser classificados de
acordo com seus mecanismos de acdo em: antimetabdlitos (controlam a sintese do
DNA); agentes alquilantes, agentes intercalantes e inibidores de topoisomerase
(agem diretamente na molécula do DNA); e agentes antitubulinicos (interferem na
mitose das células) (CHU, 2018; VAIDYA et al., 2021). Os farmacos 5-fluorouracil,
doxorrubicina e paclitaxel, respectivamente, representam 0s grupos supracitados, e
séo utilizados amplamente nas terapias anticancer, embora alguns estudos tenham
relatado a toxicidade destes medicamentos ou suas formula¢des, causando efeitos
como neurotoxicidade e cardiotoxicidade (ZANG et al., 2019; TRUFFI et al., 2020;
MOGHADDAM et al., 2022).

N&o obstante, esses tratamentos sdo invasivos ou apresentam efeitos
colaterais que podem prejudicar a saude e o bem-estar do paciente. Entre 0s
principais sinais e sintomas estéo a fadiga, neutropenia, trompocitopenia, alopecia e
desordens gastrointestinais (nausea, vomito, diarreia, etc) (MATEI et al.,, 2019;
PAULA et al., 2020; GERNIER et al., 2021). Diante dessas limitacfes, é primordial a
busca por novas moléculas antineoplasicas mais seletivas as células cancerigenas e

menos téxicas ao organismo.

2.4 PLANTAS MEDICINAIS E SUA RELEVANCIA NO DESENVOLVIMENTO DE FARMACOS

O uso de plantas medicinais € um recurso utilizado pelos povos antigos para
tratar diversas enfermidades. Esse saber milenar continua sendo fonte de estudo
para etnofarmacologia, que busca identificar moléculas naturais com potencial em
compor novos medicamentos. De posse desse conhecimento, pesquisadores e
industrias farmacéuticas tém desenvolvido pesquisas que visam investigar,

identificar, isolar e sintetizar moléculas bioativas derivadas de espécies botanicas,
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marinhas, animais, entre outras, a fim de solucionar problemas de interesse clinico
(XU et al., 2020; JABIR et al., 2021; INAN; KOC; OZCIMEN, 2021).

As plantas medicinais constituem uma rica fonte de componentes quimicos,
com diversas propriedades bioldgicas, incluindo a atividade antineoplasica, sendo
cerca de 60 % dos farmacos antineoplasicos derivados desse recurso (TAIBI et al.,
2020). Diante disso, as espécies botanicas tém sido alvo de estudo na busca de
novos tratamentos mais seletivos e menos toxicos direcionados ao cancer (MAJOLO
et al, 2019). Os farmacos vimblastina e vincristina extraidos da espécie
Catharanthus roseus, sdo apenas alguns dos medicamentos derivados de plantas
medicinais (QU; SAFONOVA,; DE LUCA, 2019), destacando a importancia do estudo
das propriedades quimicas e farmacoldgicas das ervas medicinais.

Neste contexto, a analise dos constituintes quimicos de extratos botanicos
permite identificar e quantificar as principais classes de metabolitos secundarios,
direcionando a identificacdo das propriedades farmacologicas e isolamento das
moléculas responsaveis por tais atividades que possam ser candidatas a farmacos
antitumorais (DHANASEKARAN et al.,, 2020; YU et al.,, 2021). Além disso, a
avaliacdo da citotoxicidade e capacidade de protecdo contra radicais livres da
amostra de interesse € imprescindivel para garantir a seguranca do produto aos
futuros consumidores (SAMMAR, 2019).

2.5 FAMILIA MELASTOMATACEAE E O GENERO Clidemia

A familia Melastomataceae possui cerca de 166 géneros e quase 5.600 de
espécies, predominantemente, espalhadas pelas regifes tropiciais do mundo
(CLAUSING; RENNER, 2001). No Brasil, ela é considerada a sexta maior familia
representante das angiospermas, se apresentando, frequentemente, na forma de
arbustos, herbaceos ou arbdreos, com cerca de 68 géneros e mais de 1500
espécies espalhadas apenas no territorio brasileiro (ROMERO; MARTINS, 2002).

Os géneros dessa familia sdo predominantemente encontrados no bioma do
cerrado, entretando, também podem estar presentes no bioma amazoénico e de mata
atlantica (GOLDENBERG; SOUZA; DEQUECH, 2012). Entre estes diversos
géneros, se destaca o género Clidemia, considerado um dos maiores representantes
da familia Melastomataceae (KRIEBEL; ALMEDA, 2009; SANTOS et al., 2021),

abrigando cerca de 175 espécies, das quais 50 encontram-se distribuidas no Brasil
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(MATSUMOTO; MARTINS, 2009), incluindo a espécie Clidemia hirta.

2.6 A ESPECIE Clidemia hirta

Clidemia hirta (L.) D. Don é popularmente conhecida como, caiua, pixirica ou
peludinha. Esta espécie é principalmente encontrada na regido neotropical do globo,
enquanto no territorio braliseiro esta presente, especialmente, na regido do cerrado
e em florestas de galeria (MEDEIROS, 2011; GOLDENBERG; SOUZA; DEQUECH,
2012).

A espécie C. hirta possui caracteristicas arbustivas ramificadas com caule e
folnas de coloracdo verde, podendo alcancar cerca de 1,5 metros de altura. As
folhas da espécie séo hinsurtas e glandulares de cor verde escura na face adaxial e
verde clara na face abaxial, com lamina foliar eliptica apresentando dimensdes em
meédia de 5-17 cm x 3-8 cm. Além disso, a espécie também apresenta flores brancas
e frutos variando entre verde e roxo, que dependendo do estagio de maturacéao,
podem conter diversas sementes (SILVA T. M. et al.,, 2021). As caracteristicas

morfoldgicas da espécie pode ser visualizadas na figura 6.

Figura 6 — Aspectos morfolégicos do arbusto e folhas da espécie Clidemia
hirta

Fonte: Silva T. M. et al. 2021.
A figura 6 representa o aspecto geral (A) do arbusto, a face adaxial (B) e abaxial (C) da espécie
Climedia hirta.

A C. hirta é utilizada na medicina tradicional para tratar diversos males. O cha
das folhas da espécie é utilizado para tratar feridas causadas por Leshimania

braziliensis, palpitacdes, diarreia, prisdo de ventre, gastrite e nduseas (FRANCA et
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al., 1996; GIRALDI; HANAZAKI, 2010; REGO et al., 2016). Ja a infusédo das folhas
da espécie tem sido usada como antiplosmodica e para tratar mulheres com fluxo
menstrual intenso (DEFILIPPS; MAINA; CREPIN, et al.,, 2004). Outras partes da
planta também s&o utilizadas no preparo de chas, como as flores e frutos em casos
de doencas localizadas nos rins e bexiga, respectivamente (CRUZ; KAPLAN, 2004).

Estudos quimicos identificaram a presenca de diversas moléculas como,
terpenos, esteroides, taninos e flavonoides em extratos das folhas de C. hirta
(BONFIM, et al., 2020, 2021). A presenca de compostos fenodlicos sédo relacionadas
a atividade antioxidante de extratos botanicos (VALVERDE-MALAVER et al., 2019;
LIMA et al, 2020), j& os flavonoides e esteroides sdo relatados por suas
propriedades anti-inflamatérias (LIMA et al., 2020; ALHAWARRI et al., 2021). Na
literatura, o extrato etanolico de C. hirta é relatado por sua atividade antibacteriana
(LOPEZ et al.,, 2016) e anticancer promissoras (NARASIMHAM et al.,, 2017).
Enquanto que no estudo de Bomfim et al. (2020), o extrato em acetato de etila ndo

apresentou toxicidade contra Artemia salina.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o perfil fitoquimico, atividades antioxidante e citotoxica dos extratos

em hexano, acetato de etila e etanol das folhas de Clidemia hirta.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Coletar as partes aéreas de C. hirta (Ch);

. Obter os extratos em hexano (ChHex), acetato de etila (ChAcOEt) e
etanol (ChEtOH) das folhas de C. hirta,

. Realizar a identificacdo e quantificacdo dos metabdlitos secundarios

presentes nos extratos de C. hirta;

. Avaliar a atividade antioxidante das solu¢des extrativas;

. Investigar a citotoxicidade dos extratos em linhagens normais e
tumorais;

. Realizar a analise morfolégica das células em que os extratos

apresentaram atividade anticancer promissora.
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4 METODOLOGIA

4.1 PERIODO E LOCAL

As atividades descritas neste projeto foram realizadas nas dependéncias do
laboratério de  Prospeccdo Farmacotoxicolégica de Produtos naturais
(BIOFARMATOX) alocado departamento de antibioticos da Universidade Federal de

Pernambuco (UFPE), entre os meses de novembro de 2021 a junho de 2022.

4.2 COLETA DO MATERIAL BOTANICO

A espécie C. hirta foi coletada em uma restinga de mata atlantica no
municipio de Barreiros — PE, e identificada no Herbario do Instituto Agrondmico de
Pesquisa (IPA), onde uma exsicata foi mantida sob nimero de tombo 92. 961.

4.3 OBTENGAO DOS EXTRATOS

As folhas foram secas em estufa por 4 dias a 50 °C. O material extrativo foi
obtido por maceracdo exaustivas das folhas secas trituradas de C. hirta.
Posteriormente, as folhas foram imersas em 2 L de hexano (ChHex), acetato de etila
(ChAcOEt) e etanol (ChEtOH), com troca dos solventes a cada 48 horas por um
periodo de 7 dias. Apoés essa etapa, as solucdes extrativas filtradas foram secas em

evaporador rotativo para obter o extrato bruto.

4.4 ANALISE FITOQUIMICA

4.4.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A identificacdo do perfil fitoquimico dos extratos foi realizada por
Cromatografia em Camada Delgada (CCD) segundo Wagner e Bladt (2001) e
Waksmundzka-Hajnos et al. (2008). O extrato foi pesado e ressuspendido de acordo
com o solvente utilizado para extracdo a fim de obter a concentracdo final de 5
mg/mL. Como fase fixa foi utilizada placas com silica gel Fzss. Os padrdes e

reveladores quimicos especificos estdo descritos no quadro 1.



Quadro 1 - Classes e respectivos reveladores do perfil fitoquimico
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CLASSES REVELADOR COLORAQAO UV/VIS
Dragendorff Laranja VIS
Alcaloides Mayer Branco VIS
Wagner Marrom VIS

Antraquinonas KOH 5% Laranja-avermelhadas  UV/VIS

Cumarinas KOH 5% Verde-azuladas UV/VIS
AICl3 Amarelo-esverdeado uv
Flavonoides Anisaldeido-sulfarico Amarelo VIS
Sulfato cérico Amarelo VIS

Oleos . . ,
essenciais Anisaldeido sulfurico Vermelho-amarronzadas VIS
Terpen_oides: Liebermann-Burchad Rosa/roxo:.triterpepos, VIS
esteroides e Azul/verde: esteroides

triterpenos Vanilina-sulfurica Roxo: terpenos VIS
Taninos FeCls Preto VIS

Fonte: autoria propria.
AlCls: cloreto de aluminio; FeCls: cloreto férrico, KOH: hidréxido de potassio; VIS: luz visivel;
UV: luz ultravioleta.

4.4.2 Doseamento de Fendis Totais

Esta analise foi realizada segundo Silva T. M. S. et al. (2006). Em um tubo de
ensaio foram adicionados 0,2 mL do extrato (1,0 mg/mL), 500 uL de Folin-Ciocalteau
(0% v/v), 1 mL de NaxCOs (7,5% p/v) e 1 mL de agua destilada. Apds repouso de
30 min, as leituras foram efetuadas a 760 nm. O teor de fendis totais foi expresso em
miligramas equivalentes de acido galico por grama de extrato (mg EAG/g). O ensaio

foi realizado em triplicata.

4.4.3 Doseamento de Flavondides

Esta analise foi realizada segundo Barroso M. et al. (2011). Em um tubo de
ensaio foram adicionados 1 mL de extrato (1 mg/mL), 4 mL de agua destilada e 300
uL de NaNO: (25 %). Ap6s 5 minutos foram acrescentados 300 pL de AICI3 (10 %), 2
mL de NaOH (1 mol/L) e 2,4 mL de agua destilada. Posteriormente, as leituras foram

efetuadas a 510 nm. O teor de flavonoides totais foi expresso como miligramas
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equivalente de rutina por grama de amostra (mg ER/g). O ensaio foi feito em
triplicata.

4.4.4 Doseamento de Taninos

Esta andlise seguiu a metodologia proposta por Shad et al. (2012). Em um
tubo de ensaio foram adicionados 500 pL do extrato (1 mg/mL) e 2,5 mL de Folin-
Ciocalteau (10 %). ApOs agitacao por 3 minutos, 2 mL de Na>COsz (20 %) foram
acrescentados. Em seguida, a solugao ficou em repouso por 2 horas e ao final desse
periodo, as leituras foram efetuadas a 725 nm. O teor de taninos totais foi expresso
em miligramas equivalentes de &cido tanico por grama de amostra (mg EAT/g). O
teste foi executado em triplicata.

4.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.5.1 Atividade Sequestradora de Radical Livres pelo Método de ABTS

O ensaio do radical ABTS (2,2 AZINO BIS (3-etilbenzo-tiazolina-6-acido
sufénico) sal de diaménio foi utilizado segundo o método descrito por ZHU et al.
(2011) e RUFINO et al. (2007). As solucdes de ABTS 7 mM e persulfato de potassio
(K2S0s3) 2,4 mM foram misturadas e mantidas na auséncia da luz para reagir durante
12 h a temperatura ambiente. Apos esse periodo, a solucao foi diluida adicionando 1
mL de solucdo de ABTS dissolvido em 65 mL de etanol, com ajuste da absorbancia
em 0,70 nm £ 0,05 nm sob comprimento de onda de 734 nm com o0 auxilio de um
espectrofotometro (HAN et al., 2011). As concentracfes da solucéo padrao de Trolox
utilizadas neste teste foram de 0,5; 1; 2; 3; 4 e 5 ug/mL. A solucéo de Trolox + Etanol
foram o controle negativo do experimento. Aliquotas de 2,7 mL do radical ABTS
foram acrescentadas em tubos de ensaio contendo 300 pL das solucbes extrativas
de C. hirta (31,25; 62,5; 125; 250; 500 e 1000 pg/mL). ApOs o tempo de reacéo (6
min) no sonicador, as absorbancias foram lidas em triplicata por espectrofotometria
(A = 734 nm). A atividade antioxidante equivalente ao trolox foi determinada pelo
percentual de sequestro + desvio padrdo. Os resultados foram expressos em Clsg

(concentracao de extrato em pg/mL capaz de inibir a formacgéo de 50 % do radical
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ABTS). E o percentual de eliminagédo do radical ABTS (%) foi calculado através da

formula:

ABTS (%) = Abs. controle negativo — Abs.amostra 100
o0 Abs. controle negativo X

Abs: absorbancia.

4.5.2 Atividade sequestradora de radicais livres pelo método de DPPH

A reducao do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) foi determinada pela
mudanca colorimétrica medida em 517 nm em espectrofotometro (RUFINO, et al.,
2007; BRAND-WILLIAMS, et al.,1995). Para a execucao do teste, os extratos de C.
hirta foram diluidos em etanol (EtOH) e preparados em diferentes concentracdes
(1,56; 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50 e 100 upg/mL). Apds o preparo das solucdes, a
reacao foi realizada adicionando-se 1 mL da amostra teste e 1 mL da solucédo de
DPPH (23,6 mg/mL) em tubos de ensaio em triplicata. Apés 30 minutos, a
absorbancia foi lida com auxilio de um espectofotobmetro (A = 517 nm). O acido
ascorbico foi utilizado como controle positivo variando entre concentracdes de 0,5 a
4 pg/mL. Ja o controle negativo foi preparado com a adicdo 1 mL de DPPH em 1 mL
de EtOH. A atividade antioxidante dos extratos foi expressa como Clsp, OU Seja, a
concentracdo do extrato (ug/mL) capaz de inibir a formacédo de 50 % dos radicais
livres por DPPH. O percentual de eliminacdo de radicais DPPH (%) foi obtido pela
formula:

Abs. controle negativo — Abs.amostra

DPPH (%) = 100
(%) Abs. controle negativo x

Abs: absorbancia.

4.5.3 Atividade Sequestradora de Radical Livres pelo Método de

Fosfomolibdénio
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A atividade antioxidante através da redugéo do complexo fosfomolibdénio foi
realizada através da metodologia proposta por Pietro e colaboradores (1999). Para
isto, o complexo foi formado em meio aquoso com a adicao de 0,498 g de fosfato de
sddio monobasico (NaH,PO,), 0,494 g de molibdato de aménio ((NH4)6Mo7024) e
60 mL de solucdo de acido sulfirico (H2SOg4), ajustado para o volume final de 100
mL com agua destilada. As amostras extrativas de C. hirta foram diluidas em etanol
afim de obter a concentracdo de 1 mg/mL. Partindo desta concentracdo, aliquotas
de 100 pl de cada extrato foram transferidas para tubos de ensaio contendo 1 mL do
reagente fosfomolibdénio. O branco foi composto por 1 mL do reagente e 100 uL de
etanol. O &cido ascérbico foi utilizado como padrdo e foi tido como 100 % da
atividade antioxidante total. Em seguida, todos os tubos foram colocados em banho-
maria a 95 °C por 90 minutos. Apos o resfriamento das amostras, a leitura das
absorbancias foi realizada em espectofotometro (A = 695 nm). O ensaio foi realizado
em triplicata e os resultados foram expressos em percentual da atividade
antioxidante em relacdo ao acido ascoérbico (AAR%), calculado pela seguinte

formula:

Y Incko & vitaming C Abs.amostra — Abs. branco 100
em relacio a vitamina C = x
° ’ Abs. padrie — Abs. branco

Abs: absorbancia.

4.6 ATIVIDADE CITOTOXICA

4.6.1 Linhagens Celulares e Cultivo

As linhagens de células tumorais humanas utilizadas foram: HL-60 (leucemia
pré-miolocitica aguda), Jurkat (leucemia aguda de células T), HCT-116 (cancer de
céblon), HT-29 (cancer de colon), MCF-7 (cancer de mama), NCI-H292 (carcinoma
pulmonar mucoepidermoide), K-562 (leucemia mieldide cronica). As linhagens L-929
(fibroblasto murino) e VERO (células epitelias de macaco verde) foram as linhagens
saudaveis utilizadas.

As células foram cultivadas em frascos de cultura utilizando meio DMEM ou

RPMI-1640, acrescido de 1 % de antibiéticos e suplementado com 10 % de soro
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fetal bovino (SFB), incubadas a 37 °C em atmosfera com 5 % de CO2. As células
foram mantidas no laboratério do BIOFARMATOX, Departamento de Antibiéticos —
UFPE.

4.6.2 Avaliagéo da Citotoxicidade

A atividade citotoxica foi determinada através do método de reducao do sal
MTT (brometo de 3-(4,5, dimetiltiazol-2-il)-2,5 difenil tetrazdlio).As células foram
semeadas (2 x 10° células/poco, para linhagens aderidas, e 0,3 x 105 para
linhagens em suspensédo) em placas de 96 pocos e incubadas durante 24 h.

Para as linhagens em suspensédo (HL-60, Jurkat e K-562), as substancias
foram adicionadas no mesmo dia do semeio. Para linhagens aderidas, apés 24 h de
incubacéo, os extratos foram adicionados aos po¢os na concentracédo de 50 pg/mL e
incubados por 72 h. A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo e o0 meio de
cultivo como controle negativo.

Trés horas antes de completar o tempo de incubacao, foram adicionados 25
ML de MTT em cada poco (5 mg/mL) e, posteriormente, 0 meio de cultura com o
MTT foi aspirado e 100 uyL de DMSO foram adicionados a cada poc¢o para a
dissolucéo dos cristais de formazan (MOSMANN, 1983). A absorbancia foi medida
por espectrofotometria em leitor de microplacas no comprimento de onda de 560 nm.

Em seguida, as solucbes extrativas de C. hirta que atingiram o percentual de
inibicdo de crescimento celular = 70 % foram escolhidas para determinacéo da Clso
(concentracao que inibe 50 % do crescimento em relacdo ao controle negativo) e os
respectivos intervalos de confianca (Cl 95 %) foram calculados a partir da regressao

nao linear no programa GraphPad Prisma 8.0.

4.6.3 Andlise Morfoldgica por Coloracdo Pandtica Rapida

A linhagem NCI-H292 foi plagueada em placas de 24 po¢os na concentracao
de 2 x 10° células/poco. Apds 24 h de incubacdo, foram adicionados, o extrato nas
respectivas concentracdes (Clso e 2x Clso), 0 controle positivo (doxorrubicina) ou, o
controle negativo (DMEM). Posteriormente, as placas foram mantidas em incubadora
de CO2z por 72 h.
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Passado o tempo de incubacdo, as células foram lavadas com 1 mL de
tampéo PBS estéril, tripsinizadas com 500 pL de tripsina e o meio foi neutralizado
com 500 pL de meio DMEM em cada poco, em seguida, os contetdos de cada poco
foram colocados em eppendorfs e centrifugados (1200 rpm por 5 min). Apéds
centrifugagéo, o sobrenadante foi desprezado e o pellet foi ressuspendido em 500
ML de meio DMEM.

Para coloracédo, 50 pL de suspensdo de cada amostra foi processada em
citocentrifuga para preparacdo da lamina (1.500 rpm por 5 minutos). Em seguida, as
laminas foram fixadas, coradas pelo kit panéptico rapido e submetidas a secagem,

para posterior anélise em microscopio 6ptico (400x).

4.7 TRATAMENTO ESTATISTICO

As analises estatisticas foram realizadas no GraphPad 8.0 e Microsoft Excel
(2016). Os valores foram obtidos atraves de média e desvio padréo dos ensaios em

triplicata, considerando-se um p < 0,05 como estatisticamente significativo.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PERFIL FITOQUIMICO

5.1.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A tabela 1 mostra o resultado do perfil fitoquimico dos extratos ChHex,
ChACOEt e ChEtOH. O extrato hexanico de C. hirta revelou as classes dos
esteroides e triterpenos, ja o0 extrato acetato de etila e etandlico apresentaram

flavonoides e taninos.

Tabela 1 - Perfil Fitoquimico de C. Hirta
C. hirta ChHex ChACOEt ChEtOH

Alcaloides - -
Antroquininas - -
Quinonas - -

Cumarinas - -

Flavonoides - + +
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Taninos - + +
Saponinas - - -
Esteroides + - -
Triterpenos + - -

Fonte: autoria propria
(+) Detectado a presenca da classe; (-) N&o detectado;
ChHex, ChAcOEt, ChEtOH, extratos em hexano, acetato de etila e etanol das
folhas de C. hirta, respectivamente.

Bonfim e colaboradores (2020) investigaram o extrato em acetato de etila das
folhas de C. hirta e identificaram a presenca de taninos, terpenos e esteroides em
sua composicdo. Por sua vez, no presente estudo o extrato ChAcOEt também
apresentou flavonoides e taninos, embora ndo tenham sido identificados terpenos e
esteroides no conteudo extrativo. Além disso, 0 mesmo autor relatou a presenca de
taninos no extrato em hexano da mesma espécie (BONFIM et al., 2021), diferindo
dos resultados encontrados para o extrativo ChHex, que n&o apresentou esta classe
de metabolitos em sua composicéo.

A existéncia de flavonoides e taninos no extrato etandlico de C. hirta também
foi detectada por Zain et al. (2021), os quais relataram a presenca desses
metabolitos além de saponinas e fendis, corroborando os resultados identificados
para a solucéo extrativa ChEtOH.

Em comparacdo com outros trabalhos, é possivel perceber que os extratos
oriundos das folhas de C. hirta podem apresentar diferentes classes de metabolitos
secundarios para um mesmo solvente. Essa diferenca pode ser explicada devido as
variacbes na técnica de secagem, método de preparacdo, armazenamento dos
extratos, estacdo do ano e local de coleta do material botanico, entre outros
(ADEGBAJU et al., 2020; NG et al., 2020).

Os taninos e flavonoides sdo classes pertencentes aos compostos fenolicos,
ou seja, esses metabolitos secundarios estdo extensivamente presentes em diversas
espécies botanicas e possuem varias propriedades biolégicas (AYAD; AKKAL,
2019). A presenca dessas moléculas tem sido relacionada a atividade anticancer
(MUNIYANDI, et al., 2019) e antioxidante de plantas medicinais (LIMA et al., 2020).
Enquanto os terpenos e esteroides tém sido relatados por sua atividade anti-
inflamatoria, antioxidante (ALHAWARRI et al., 2021), antibacteriana (LEMILEMU et
al., 2020) e anticancer (AMNA et al., 2019). A identificacdo desses metabolitos nos

extratos ChHex, ChAcOEt e ChEtOH aponta para propriedades farmacoldgicas
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promissoras de espécie, uma vez que esses estdo relacionados a diferentes

atividades biologicas.

5.1.2 Doseamentos (fendis, flavonoides e taninos)

A tabela 2 representa a quantidade de compostos fendlicos, flavonoides e
taninos presentes nos extratos em acetato de etila e etanol de C. hirta. O extrato em
hexano foi ocultado, pois ndo apresentou quantidade de fendis, flavonoides e
taninos relevantes. Os resultados indicam que o extrato acetato de etila apresentou
maior quantidade de fendlicos e flavonoides, enquanto que o etandlico mostrou

possuir um valor superior de taninos.

Tabela 2 - Doseamentos de fendlicos, flavonoides e taninos de C. hirta.

Extrato Fendlicos Flavonoides Taninos
mg EQ A.G./g mg EQ Rut. /g mg EQ A.T./g
ChACEOt 388,57 441,25 223,1
ChEtOH 135,65 21,03 713,44

Fonte: autoria propria.
ChHex, ChAcOEt, ChEtOH, extratos em hexano, acetato de etila e etanol das folhas de C.
hirta, respectivamente; mg EQ/g: miligramas equivalentes de acido galico, acido tanico e rutina por
grama de extrato.

A quantificacao de fendis totais do extrato em acetato de etila das folhas de C.
hirta também foi avaliada por Bonfim et al. (2020), que identificaram uma quantidade
de fendlicos totais (197,18 + 1,35 mg EGA/q) e flavonoides totais (123, 52 + 2,27 mg/
EQ/ mg) inferior aos valores encontrados neste estudo para os extrativos ChAcCEOt e
ChEtOH, que foram quase duas vezes maiores. Por outro lado, o extrato etandlico
de C. hirta avaliado por Zain e colaboradores (2021) apresentou teores de fendis e
flavonoides (524.99 EQA.G/g e 507.92 mg EQ Q/g de extrato) superiores em
comparacao aos resultados encontrados para o extrativo ChEtOH neste estudo
(tabela 2).

Na literatura, os estudos que avaliam a gquantidade de taninos totais da
espécie C. hirta em etanol sdo escassos. No entanto, o extrativo ChEtOH avaliado
neste estudo, se destacou por sua rica composi¢do em taninos totais (713,44 mg EQ
A.T/g). Além disso, a presenca desses compostos também foi relatada na solucao

extrativa em acetona (70 %) das folhas de C. hirta, resultando em 521,3 + 84,3 mg
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EQ A.T/g de extrato (ALONSO-AMELQOT et al., 2011), reafirmando a existéncia de

taninos na espécie.

5. 2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A tabela 3 mostra a atividade antioxidante determinada para ChHex, ChAcOEt
e ChEtOH a partir dos métodos de DPPH, ABTS e fosfomolibdénio. Os extratos
apresentaram capacidade antioxidante relevantes nas trés metodologias realizadas,
no entanto, o extrato ChAcOEt se destacou por apresentar maior atividade em
baixas concentracdes nos métodos de ABTS (Clso: 239,37 + 11,95 ug/mL) e DPPH
(Clso: 11,27 + 0,13 pg/mL), além de elevado percentual de atividade antioxidante

relativa ao acido ascorbico (94,25 %) pela metodologia de fosfomolibdénio.

Tabela 3 - Atividade antioxidante dos extratos hexanico, acetato de
etila e etandlico de Clidemia hirta.

ABTS DPPH A
Fosfomolibdénio
Amostra Cl 50 Cl so AAR (%
(ng/mL) + DP (ug/mL) + DP (%)
ChHex >500 661, 39 + 0,01 83,85 + 0,02
ChACOEt 239,37 + 11,95 11,27 + 0,13 94,25 + 0,03
ChEtOH >500 10,74 + 0,14 83,48 + 0,06

Fonte: autoria propria.

Cl so: concentracéo que inibe 50 % a formagao de radicais + desvio padrao em relacéo ao
trolox (ABTS) e &cido ascérbico (DPPH); AAR (%): atividade antioxidante relativa em
relacdo a acido ascarbico; ChHex, ChAcOEt, ChEtOH, extratos em hexano, acetato de
etila e etanol das folhas de C. hirta, respectivamente.

A avaliacdo da atividade antioxidante por diferentes métodos € importante,
pois estes possuem sensibilidades e afinidades distintas quanto as substancias
antioxidantes analisadas (CHAVES et al., 2020). Por exemplo, o0 método de ABTS e
fosfomolibdénio permitem uma identificacdo mais abrangente de compostos
hidrofilicos e lipofilicos (KUSKOSKI et al., 2005; AGUILAR ET AL., 2013), ao passo
gue o DPPH pode apresentar desvantagens quando a amostra antioxidante nao for
solavel em solventes organicos polares, como 0 metanol e etanol (STASKO et al.,
2007). Diante disso, foi possivel observar que a técnica de DPPH foi mais sensivel,
uma vez que conseguiu detectar substancias antioxidantes presentes nos extratos

ChACcOEt e ChEtOH mesmo em baixas concentracdes.
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E possivel notar na literatura que o extrato etandlico das folhas de C. hirta
apresentou atividade antioxidante em baixas concentra¢cdes quando avaliado pelo
método de DPPH, (Clso: 5 pg/mL) por Narasimham et al. (2017), corroborando os
resultados observados para os extratos ChAcOEt e ChEtOH, os quais foram
capazes de eliminar 50 % dos radicais livres presentes nas concentracoes de 11,27
pMg/mL e 10,74 pg/mL, respectivamente.

Por sua vez, Bonfim et al. (2020) identificaram que extrato em acetato de etila
das folhas de C. hirta foi capaz de reduzir 63,54 % de radicais livres através do
método de DPPH. Embora o autor ndo tenha identificado a Clso do extrato, €
possivel perceber que a atividade antioxidante encontrada em seu estudo condiz
com os resultados obtidos para ChAcOEt, avaliados pela mesma metodologia.

O extrato ChEtOH revelou atividade antioxidante promissora, conseguindo
reduzir 50 % dos radicais livres em baixa concentracdo (Clso: 10,74 pg/mL), quando
comparado ao estudo de Zain e colaboradores (2021), que apresentou a mesma
capacidade em uma concentracao superior (Clso: 161.37 pg/mL).

Além disso, outro estudo também avaliou a atividade antioxidante do extrato
em etanol (50 %) dos frutos de C. hirta pelo método de ABTS, identificando uma Clso
de 28,7 + 1,0 pg/mL (ASSUNCAO-JUNIOR et al., 2022). Diante disso, é possivel
identificar que esta espécie é rica em compostos antioxidantes tanto nas folhas
como nos frutos, os quais podem beneficiar a populacdo mundial através da geracéo
novos produtos farmacologicos com base nessas propriedades para tratar ou

prevenir doencas, incluindo o cancer.

5.3 ATIVIDADE CITOTOXICA

Na avaliacao citotoxica dos extratos, foi observado que os mesmos nao foram
citotoxicos para as células saudaveis (L929 e VERO) e apresentaram citotoxicidade
frente a diferentes linhagens de células cancerigenas, mostrando uma atividade
antitumoral in vitro promissora e seletiva (tabela 4). O extrato ChAcOEt se destacou
por apresentar percentuais de inibicdo de crescimento celular > 70 %, frente as
células HT-29 (78,82 %), K562 (74,42 %), NCI-H292 (93,55 %) e MCF-7 (88,39 %),

enquanto os demais extratos apresentaram percentual de inibicdo abaixo de 50 %,
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com excecao do extrato ChEtOH, que conseguiu inibir 64,24 % e 68,07 % das

linhagens leucémicas Jurkat e K-562, respectivamente.

Tabela 4 - Percentual de inibicdo de crescimento celular (IC %) dos extratos em
hexano, acetato de etila e etanol de C. hirta frente a linhagens saudéaveis e

cancerigenas avaliado pelo método de MTT apds 72 h de tratamento

IC % + Desvio padrao

Linhagens ChHex ChACcOEt ChEtOH Doxo
L-929 22,41 +1,93 28,44 +1,23 23,31+0,87 85,85+ 0,91
Vero S/A S/A S/IA 12,00 + 0,38

HCT-116 7,59 £ 1,85 50,56 £ 4,08 39,60 + 2,18 70,60 + 1,64
HT-29 12,61 +1,58 78,82+ 1,80 S/IA 73,45 + 2,53
HL-60 34,41 + 1,39 16,02 £ 1,17 7,95+ 2,58 94,14 + 1,43
K-562 68,07 £ 3,29 74,42 + 5,70 S/IA 81,04 + 6,53
Jurkat 64,24 + 4,34 58,84 +4,09 41,49+181 84,25+ 1,94

NCI-H292 25,05+ 1,02 93,55+1,70 20,85+1,78 98,00 + 0,50
MCF-7 45,16 + 3,86 88,39+1,37 16,75+ 0,60 72,11 + 0,60

Fonte: autoria propria
Os resultados foram obtidos por calculo de média + erro padrdo da média (SEM). S/A: sem atividade;
ChHex, ChAcOEt, ChEtOH, extratos em hexano, acetato de etila e etanol das folhas de C. hirta,
respectivamente; Doxo: doxorrubicina (controle positivo).

Segundo Aritizabal et al. (2013), extratos de plantas sdo considerados
promissores para investigacdes farmacoldgicas quando apresentam citotoxidade
ausente frente a células sadias. Nesse sentido, se enquadram nessa descricdo o0s
extratos ChHex, ChAcOEt e ChEtOH, uma vez que ndo demonstraram efeito
citotoxico frente as células Vero. Aritizabal e colaboradores (2013), investigaram o
perfil citotoxico do extrato butandlico de C. hirta e observaram que o0 extrato em
estudo apresentou citotoxicidade parcial frente a linhagem Vero (Clso: 45,28 pug/mL),
0 que nado ocorreu neste estudo, provavelmente pela diferenca de polaridade dos
extratos estudados e a diferenca dos constituintes fitoquimicos que os compdem,
resultando na auséncia de citotoxicidade para a mesma célula testada (ARITIZABAL
et al. 2013).

Para melhor avaliar a atividade anticancerigena in vitro de C. hirta, as
amostras que apresentaram percentual de inibicdo de crescimento celular acima de
70%, segundo a tabela 4, foram escolhidas para avaliagdo da concentragdo que

inibe 50% (Clso) das células. Sendo assim, a Clso calculada para as linhagens MCF-
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7, NCI-H292, Jurkat, HT-29 e K-562 frente ao extrativo ChAcOEt encontra-se

sumarizada na tabela 5.

Tabela 5 - Concentragdo (ug/mL) que inibe 50 % (Cl s0) das células cancerigenas
avaliada pelo método de MTT apdés 72 h de tratamento.

Cl 50 (ug/mL)
Intervalo de confianga (IC 95%)

Amostra HT-29 K562 Jukart NCI-H292 MCF-7
19,56 8.04 13,17 6,361 68,18
ChACOEt  (16,04-23,76)  (6,82-9,54) (11,34-1545) (555-7,25) (61,03 -78,84)
5 13,03 0,16 7,53 0,20 0,27
0X0

(11,29 -18,22) (6,44—-8,84) (6,44—8,84) (0,89-0,34) (0,17 - 0,39)

Fonte: autoria propria
Os resultados foram obtidos por calculo de média + desvio padréo. A Clsy (concentracéo que inibe 50 % do
crescimento celular) e os respectivos intervalos de confianca (Cl 95 %) foram calculados a partir da regresséo
ndo linear no programa GraphPad Prisma 8.0. ChAcOEt: extrato em acetato de etila das folhas de C. hirta.

Para extratos brutos, o Instituto Nacional do Céancer do Estados Unidos (NCI),
relata que um extrato pode ser considerado ativo quando apresenta Clso < 30 ug/mL
frente a células cancerigenas (HENNEBELLE et al., 2008; MESA-ARANGO et al.,
2009). Diante disso, € possivel afirmar que o extrato ChAcOEt possui atividade
anticancer bastante promissora, pois se mostrou ativo frente as linhagens NCI-H292
(Clso: 6,36 pg/mL), Jurkat (Clso: 13,17 pg/Ml), HT-29 (Clso: 19,56 pug/mL) e K-562
(Clso: 8,04 pg/mL) em concentragdes inferiores a 30 pg/mL. Ademais, 0 mesmo
extrato apresentou a menor Clsp entre os demais frente a linhagem NCI-H292,
destacando o potencial anticancer de C. hirta em células de céancer de pulméao,
considerado o mais letal do mundo.

A citotoxicidade dos extratos em etanol, éter petréleo e cloroformio frente a
linhagem DLA (linfoma ascitico de Dalton) também foi avaliada por Narasimham e
colaboradores (2017), identificada com valores de Clso iguais a 68 pg/mL, 160 pg/mL
e 172 pg/mL, respectivamente. Esses dados apontam para atividade citotoxica nao
promissora de extratos etanolicos de C. hirta frente a linhagens cancerigenas, assim
como foi visto para ChEtOH neste estudo.

Adicionalmente, o extrato metanodlico das folhas de C. hirta apresentou
atividade citotoxica frente a linhagem HelLa (carcinoma cervical humano) com Clsode
37,18 pg/mL (ARBIASTUTIE et al.,, 2017), inferindo-se que essa espécie pode
apresentar citotoxicidade frente a outras linhagens cancerigenas nao avaliadas

neste trabalho.
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Ademais, vale ressaltar que este é o primeiro estudo que avalia a atividade
citotoxica de C. hirta frente as linhagens HCT-116, HL-60, HT-29, Jurkat, K562, NCI-
5292 e MCF-7, sendo o primeiro a investigar as alteracdes morfolégicas provocadas
pelo extrato ChAcOEt em células NCI-H292, destacando tais achados e fomentando
assim o desenvolvimento de novos estudos que possibilitem o melhor entendimento
dos fatores moleculares e farmacolégicos envolvidos na atividade desse extrato e

seus isolados quimicos.

5.4 MORFOLOGIA

Diante do potencial antitumoral in vitro apresentado pelo extrato ChAcOEt
frente a linhagem NCI-H292, esta foi escolhida para analise das alteracoes
morfoldgicas provocadas pela amostra em questdo. Como apresentado na figura 7,
o extrato ChAcOEt (Clso: 6,36 pg/mL; 2 x Clso: 16,72 ug/mL) foi capaz de causar
alteracoes celulares como, fragmentacdo nuclear, condensacédo da cromatina e do

nucleo das células NCI-H292.

Figura 7 — Analise morfolégica das células NCI-H292 coradas por coloracéo de
panoptico rapido apos 72 h de tratamento com controle negativo, positivo ou
ChACOEt.
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Controle negativo (CN): meio DMEM; Controle positivo (CP): doxorrubicina (Clso: 0,20 pg/mL); ChAcEOt (Clso:
6,36 pg/mL); ChACEOLt (2 x Clsg: 16,72 pg/mL). Os nimeros indicam as alteragdes morfoldgicas observadas: 1
(condensacéo nuclear), 2 (fragmentacgéo nuclear), 3 (vacualizac¢des citoplasmaticas), 4 (condensacgédo da
cromatina), 5 (picnose), 6 (resto celular).

A andlise das alterac6es morfoldgicas de drogas auxilia na determinacdo do
mecanismo de morte celular e identificacdo do mecanismo de ac¢édo induzido por
substancias candidatas a farmacos (BARROSO P., 2021). Diante disso, apds a
avaliacdo morfoldgica das células NCH-H292 frente ao extrato ChAeEOt, segundo a
classificacdo de morte celular de Kroemer (2009), foi possivel identificar alteracdes
celulares caracteristicas de morte celular por apoptose, como fragmentacao nuclear,
condensacao da cromatina e do nucleo.

O trabalho de Bonfim e colegas (2020) avaliou as alteragdes morfologicas das
células THP-1 (leucemia monocitica aguda) apds tratamento com o extrato em
acetato de etila das folhas de C. hirta na concentracdo de 100 pg/mL e identificou
gue o mesmo foi capaz de induzir a formacgao de corpos apoptoéticos, denotando um
processo de morte celular semelhante ao observado a partir das alteracdes
morfoldgicas induzidas pelo extrativo ChAeEOL.

N&o obstante, a atividade tumoral por mecanismos apoptoticos se estende a
familia Melastomataceae. O estudo de Barroso (2021) identificou que fracbes do
extrato  etandlico (FACL, FRCL) da espécie Miconia ferruginata
(MELASTOMATACEAE) conseguiram induzir a apoptose de células de cancer de
mama (MDA-MB-231 e 4T1), exibindo alteracbes morfolégicas, como condensacéao
nuclear, fragmentacéo, presenca de blebs e a formac&o de corpos apoptoticos. Além
disso, foi identificado um aumento no nimero de células na fase final de apoptose
através da técnica de marcacao dupla com anexina-V e Pl (iodeto de propidio) por
citometria de fluxo, corroborando os resultados apresentados por outros estudos da

literatura bem como os desenvolvidos no presente trabalho.
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6 CONCLUSAO

Os extratos ChHex, ChAcOEt e ChEtOH apresentaram constituintes
fitoquimicos apolares (esteroides e terpenos) e polares (flavonoides e taninos), os
quais estdo relacionados a atividade antioxidante e citotoxica encontradas neste
estudo. Os trés extratos avaliados apresentaram atividade antioxidante, j& em
relagcdo a atividade citotoxica, os extrativos ChHex e ChEtOH ndo apresentaram
citotoxicidade promissora frente as linhagens tumorais testadas. Por outro lado, o
extrato ChAcOEt se destacou dentre os demais por apresentar melhor atividade
antioxidante e citotoxicidade frente varias linhagens cancerigenas (MCF-7, NCI-
H292, Jurkat, HT-29, K562), assim, este deve ser considerado como relevante para
futuras investigacdes mais detalhadas acerca da sua atividade anticancer, em
especial, direcionada as células de carcinoma pulmonar (NCI-H292), na qual o
extrato se apresentou mais citotoxico. Além disso, esses achados despertam o
interesse na identificacdo e elucidacdo dos possiveis mecanismos de acédo das
moléculas responsaveis por tais propriedades, afim de gerar subsidios para o
desenvolvimento de novos produtos biotecnolégicos no combate ao cancer. Nao
obstante, a auséncia de citotoxicidade relevante dos extratos estudados sobre

células saudaveis possibilita avancos nos estudos farmacologicos in vivo.
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