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REsuMoO

A utilizagio de plantas pela humanidade com fins medicinais ¢ uma das formas mais
antigas para tratamento, cura e prevencio de doengas, dentre elas o cAncer, cujas
espécies vegetais sio encontradas em elevada diversidade no ecossistema. Com essa
perspectiva, se optou por um arbusto tipico do Cerrado, Salacia crassifolia (Celastra-
ceae), para um screening inicial na determinacio do potencial citotdxico desta espécie
in vitro. Na medicina popular, S. crassifolia ¢ utilizada no tratamento de problemas
renais, tosse cronica, dores de cabeca, cicatrizantes, ulcerogénicas e na terapia da
malaria. As fragdes: hidroalcodlica (SCCcM-W), diclorometinica(SCCcM-D),
hexinica (SCCcM-H) e acetato de etila (SCCcM-A) da casca do caule foram
submetidas a testes de citotoxicidade iz vitro frente s linhagens MDA-MB-435
(melanoma), HCT-8 (célon-humano) e SF-295 (sistema nervoso central) utili-
zando o método coloriméerico MTT. As fragdes hexinica (SCCcM-H) e de acetato
de etila(SCCcM-A) foram aquelas que proporcionaram citotoxicidade significativas

frente as células tumorais analisadas.

Palavras-chave: Salacia crassifolia, MDA-MB-435 (melanoma), HCT-8 (cdlon-hu-

mano) e SF-295 (sistema nervoso central).
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SUMMARY

Assessment of cytotoxicity in three tumor cell lines of the

fractions attained from the stem bark of Salacia crassifolia (Mart.
ex. Schult.) G. Dom (Celastraceae)

For millennia humans have been using plants for medicinal purposes to treat, cure,
or prevent diseases, including cancer. Brazilian ecosystem has a high diversity of
plant species. From this perspective, a species found in the Cerrado, Salacia crassi-
Jfolia (Celastraceae), was selected, for an initial screening to determine the cytotoxic
potential of this species “in vitro”. S. crassifolia has been widely used in traditional
medicine to treat kidney diseases, chronic cough, headaches, healing, ulcerogenic,
and for treatment of malaria. The fractions: hydroalcoholic (SCCcM-W), dichlo-
romethane (SCCcM-D), hexane (SCCcM-H) and ethyl acetate (SCCcM-A) from
the stem bark were tested for cytotoxicity “iz vitro” to within MDA -MB-435
(melanoma), HCT-8 (human-colon), and SF-295 (CNS) using the MTT colori-
metric method. The hexane (SCCcM-H) and ethyl acetate (SCCcM-A) fractions

were those that provided significant cytotoxicity against analyzed tumor cells.

Keywords: Salacia crassifolia, MDA-MB-435 (melanoma), HCT-8 (human-colon),
and SF-295 (CNS).

INTRODUCAO

Durante séculos, as plantas véem sendo utilizadas como fontes terapéuticas de auxi-
lio 20 homem no combate de doengas (1). O potencial antitumoral de derivados de
compostos naturais, tem apresentado um crescente interesse nos ultimos anos. Durante
as duas ultimas décadas, um valor superior a 25% das drogas utilizadas provém dire-
tamente de derivados de plantas, enquanto que os outros 25% sao produtos naturais
quimicamente modificados (2).

A produgao de inumeros medicamentos contemporineos ¢ proveniente de muitos
metabdlitos secundérios, os quais se destacam pelo seu alto poder de atividades micro-
bioldgicas, bactericidas, antifungicas e vérias outras. De tal modo, parcerias entre qui-
micos medicinais ¢ quimicos de produtos naturais desempenham papéis fundamentais
na descoberta desses novos metabélitos (3).
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Dentre os quimioterdpicos para o cincer, a vimblastina ¢ a vincristina (extraidas de
Catharrantus roseus), o etoposideo, 0 teniposideo e o taxol, nos tltimos 20 anos se tor-
naram firmacos imprescindiveis na terapéutica, além do renascimento de seu interesse
nas industrias farmacéuticas (4).

O etoposideo ¢ um derivado semi-sintético da podofilotoxina produzido nas raizes da
Mandyragoa americana ou pelo fruto dessa planta. Trata-se de um composto muito util
contra cinceres de células germinativas testiculares e ovarianos, linfomas e cincer de
pulmio (5). Outros exemplos s3o o teniposideo e o taxol, extraido de Taxus brevifolia e
Taxus baccata cujos estudos clinicos revelaram a sua capacidade na regressio do cancer
de mama e ovirio (6).

A familia Celastraceae ¢ encontrada principalmente em regides tropicais. As plan-
tas desta familia Celastraceae estao representadas em 98 géneros e aproximadamente
1264 espécies (7). Sao representadas em seus habitats naturais como arvores, arbus-
tos, trepadeiras e cipds (8). Atualmente, plantas da familia da Hippocrateaceae tém
sido classificadas como plantas da familia Celastraceae devido a ocorréncia de subs-
tAncias quimicas comuns entre as duas espécies. Os estudos de filogenia apresentaram
a familia Hippocrateaceae como pertencente a familia Celastraceae, o que caracteriza
ambas como um grupo parafilético (8, 9). Além disso, sao conhecidas como “Bacupari’,
“Bacupari-do-Cerrado’, “Saputd’, “Seputd” e outros nomes populares (10). No Brasil,
os géneros mais representativos da familia Celastraceae sao: Maytenus e Salacia, res-
pectivamente (11). Muitas aten¢des tém sido dadas as espécies desta familia, devido ao
seu amplo leque de atividades bioldgicas que vem sendo descritos na literatura como:
antireumdticas, antibacterianas, antitumorais (no tratamento de cincer de pele), agoes
curativas de feridas de pele, agoes antiulcerogénicas, antiinflamatérias, cicatrizantes,
imunossupressoras, antimicrobianas, antimalariais, tripanomicidas, no tratamento de
diabéticos e outras (7, 8, 10).

O género Salacia esta formado por aproximadamente 200 espécies. Com baixo per-
centual, apenas 15,5% das espécies do género foram estudadas, o que corresponde a 31
espécies, considerando que muitos desses estudos precisariam de uma nova abordagem

(8).

Estudos fitoquimicos das diversas espécies de Salacia resultaram no isolamento de
triterpenos (fridelanos, maiteninos, oleananos, ursanos e lupanos), flavonéides, este-
roides, alcaléides (sesquiterpénicos, macrociclicos ou maitansindides), e outras subs-
tAncias, além dos triterpenos quinonametidios os mais representativos, os quais sao
considerados marcadores quimiotaxondmicos em Salacia (7,8, 10).
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Segundo Oe e Ozaki (12), estudos com Kothala-himbutu (Salacia reticulata) tém rece-
bido muita aten¢io no tratamento de diabetes, por apresentar atividade inibidora em
a-glicosidase, uma enzima especifica no tratamento anti-diabete.

No entanto, na literatura nao hé relatos de estudos fitoquimicos e atividades farma-
cologicas de S. crassifolia, conhecida popularmente como “Bacupari-do-Cerrado”. Na
medicina popular, . crassifolia é utilizada no tratamento de problemas renais, tosse
cronica, dores de cabega, cicatrizantes, ulcerogénicas e na terapia da malaria.

O presente trabalho teve como objetivo fazer um screening inicial para determinar o
possivel potencial citotdxico das fragoes: hexdnica (SCCcM-H), diclorometanica
(SCCcM-D), acetato de etila (SCCcM-A) e hidroalcoélico (SCCcMW ) da casca do
caule de Salacia crassifolia (Celastraceae), em linhagens MDA-MB-435 (melanoma),
HCT-8 (c6lon-humano) e SF-295 (sistema nervoso central).

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

As cascas do caule da planta S. crassifolia (Celastraceae) foram coletadas no Campus da
Universidade Estadual de Goids (UEG), em Andpolis, Goids, Brasil. A identificagio do
material vegetal foi feita pela professora Dra. Mirley Luciene dos Santos, e as exsicatas
foram depositadas no herbario do departamento de Ciéncias Biolégicas da UEG com
numero de registro equivalente a 5910.

Obtengao das fragoes

Ap6s a coleta do material vegetal, foi colocado 4 estufa com circulagio de ar a 45°C, em
seguida pulverizado em moinho de facas e colocado em erlenmeyer de 2 Litros, poste-
riormente foi extraido com metanol exaustivamente, fornecendo o extrato bruto meta-
noélico (390,0 g). O solvente organico foi evaporado a pressio reduzida em evaporador
rotativo resultando em um residuo, denominado extrato bruto metandlico. O extrato
bruto metandlico foi ressuspendido em metanol:dgua (1:3), e particionado com solven-
tes por ordem de polaridade: hexano, diclorometano e acetato de etila. Entao, obtive-
ram-se as fragoes: hexinica (SCCcM-H) (4,65 g), diclorometanica (SCCcM-D) (0,41
g), acetatode ctila (SCCcM-A) (26,84 g) ¢ hidroalcodlica (SCCcM-W) (256,15 g).

Teste de Verificacao de Alcaldides

Foi realizado teste para a verificagio da possivel presenca de alcaldides nas fragoes
obtidas da casca do caule de S. crassifolia, através de cromatografia em camada delgada
(CCD), utilizando como fase mével diclorometano/metanol (95:5) para as fragoes

136



Avaliagio citotéxica de Salacia crassifolia (MART. ex. Schult.)

SCCcM-H, SCCcM-D e SCCcM-A, ¢ diclorometano/metanol (90/10)para a fracao
SCCcM-W, e como revelador o reagente Dragendorff.

Preparacao das Fracoes Vegetais e das Células para Teste de Citotoxicidade in vitro

As fragoes SCCcM-H, SCCcM-D, SCCcM-A e SCCecM-W, foram diluidas em dime-
tilsulféxido (DMSO) até a concentragio estoque de Smg/mL.

As células foram cultivadas em meio de RPMI 1640, suplementado com 10% de soro
fetal bovino e 1% de antibidticos, e foram mantidas em estufa a 37°C e atmosfera con-

tendo 5% de CO,.

Ensaios da Citotoxicidade iz vitro em linhagens celulares MDA-MB-435, HCT-8 e
SF-295.

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados no Laboratério de Oncologia Experi-
mental da Universidade Federal do Ceard com as fragées de S. crassifolia. Os ensaios
foram baseados em uma analise colorimétrica na conversio do sal 3-(4,5-dimetil-2-
tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT) em azul de formazam, a partir
de enzimas mitocondriais presentes somente nas células metabolicamente ativas. Este
método foi descrito por Mosman (13).

As células foram plaqueadas na concentragio de 0,1 x 106 céls./100uL, para células
aderidas. As fragoes SCCcM-H, SCCcM-D, SCCcM-A e SCCcM-W utilizadas no
teste foram acrescidas em concentragdes de Spug/mL, em dose tnica. Em seguida, foram
incubadas por 72 horas em estufa a 5% de CO, a 37°C. Antes do término do peri-
odo de incubagio, as placas foram centrifugadas e o sobrenadante foi removido. Em
seguida, foram adicionados 200uL da solugiao de MTT (sal de tetrazolium), e as placas
foram incubadas por 3 horas. A absorbancia foi lida ap6s dissolugao do precipitado
com DMSO em espectrofotdmetro de placa de 550nm.

Nos experimentos de MTT, os resultados foram analisados segundo suas médias e res-
pectivos desvios-padrio no programa Graph Pad Prism. Cada amostra foi analisada
a partir de dois experimentos realizados em duplicata. As fragoes sao selecionadas de
acordo com o percentual de inibi¢io do crescimento tumoral maior que 90% nas linha-
gens de celulares utilizadas em MTT.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Alguns constituintes quimicos sao oriundos de metabdlitos secundérios, metabdlitos
os quais podem ser provenientes do reino vegetal. A familia Celastraceae ¢ apontada
como fonte rica de triterpenos e alcaléides. No teste para verificagao de alcal6ides, com
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o reagente de Dragendorfl, ficou evidenciado a presenga destes constituintes quimi-
cos nas fragdes hexdnica (SCCcM-H), acetato de etila (SCCcM-A) e hidroalcoélica
(SCCcM-W) obtidos da casca do caule de S. crassifolia.

Através dos testes de Citotoxicidade realizados i vitro, o qual faz parte de um scree-
ning inicial para determinar o possivel potencial antitumoral, observou-se resultados
expressivos de atividade citotdxica para as fragdes hexinica (SCCcM-H) e acetato de
ctila (SCCcM-A) frente ao modelo utilizado. As fragdes foram selecionadas de acordo
com o percentual de inibi¢ao do crescimento tumoral maior que 90% nas linhagens de
celulares utilizadas em MTT em concentragdes de 5 pug/mL, em dose tnica.

Citotéxicidade em células MDA-MB-435 (melanoma)
versus Fragdes da casca do caule de S. crassifolia
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Figura 1: Ensaios de citotéxicidade 7 vitro das fragdes hexinica (SCCcM-H), acetato de etila (SCC-
cM-A), diclorometinica (SCCcM-D) e hidroalcodlica (SCCcM-W ) obtidas da casca do caule de S.
crassifolia frente as linhagens celulares MDA-MB-435 (melanoma) através do método MT'T.

As atividades citotdxicas das fragoes obtidas da casca do caule de S. crassifolia, as quais
estao ilustradas na Figura 1, se destacam por seus expressivos percentuais de inibi¢ao
do crescimento tumoral maior que 90% frente as células MDAMB-435 (melanoma)
utilizada em MTT. Com isso, a fracio de SCCcM-H(101,22%) demonstrou poten-
cial citotdxico relevante, que corresponde a inibi¢do no crescimento celular. As fragoes
SCCcM-A (81,46%) e SCCcM-D (20,75%) nao demonstraram potenciais citotéxicos
relevantes, a fragio SCCcM-W (-3,23% de inibicao) ao contrério, levou a proliferacao
celular.
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Citotéxicidade em células HCT-8 (colon humano)
versus Fragoes da casca do caule de S. crassifolia
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Figura 2: Ensaios de citotdxicidade iz vitro das fragdes hexanica (SCCcM-H), acetato de etila
(SCCcM-A), diclorometinica (SCCcM-D) e hidroalcoélica (SCCcM-W) obtidas da casca do cau-
le de S. crassifolia frente as linhagens celulares HCT-8 (célon humano) através do método MTT.

A Figura 2 ilustra o percentual de citotoxicidade e desvio padrao das fragoes SCCcM-H,
SCCcM-A, SCCcM-D ¢ SCCcM-W frente  linhagem HCT-8 (c6lon humano). Para
a linhagem SF-295 (sistema nervoso central), o percentual de citotoxicidade e desvio
padrio estdo apresentados na Figura 3. As fragoes de SCCcM-H (95,45%) ¢ SCC-
cM-A (95,96%) demonstraram potenciais citotdxicos relevantes, que correspondem

a inibi¢ao no crescimento celular. As fragoes de SCCcM-D (56,37%) e SCCcM-W

(3,85%) niao demonstraram potenciais citotdxicos satisfatorios.

A Figura 3 ilustra o percentual de citotoxicidade e desvio padrao dessas fragoes frente &
linhagem SF-295 (sistema nervoso central).

A fragio de SCCcM-H (95,54%) demonstrou potencial citotdxico relevante, que
corresponde 2 inibigio no crescimento celular. As fragoes de SCCeM-A (75,95%),
SCCcM-D (21,83%) e SCCcM-W (1,54%) nio demonstraram potenciais citotdxicos

relevantes pois o valores ficaram abaixo de 90%.
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Citotéxicidade em células SF-295 (sistema nervoso central)
versus Fragoes da casca do caule de S. crassifolia
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Figura 3: Ensaios de citotéxicidade iz vitro das fragdes hexinica (SCCcM-H), acetato de etila (SCC-
cM-A), diclorometinica (SCCcM-D) e hidroalcodlica (SCCcM-W ) obtidas da casca do caule de S.

crassifolia frente as linhagens celulares SF-235 (sistema nervoso central) através do método MT'T.

Portanto, nesse trabalho podemos observa-se o grande potencial citotdxico das cas-
cas do caule da espécie S. crassifolia, uma espécie tipica do bioma Cerrado brasileiro.
As fragoes SCCcM-H ¢ SCCcM-A foram aquelas que apresentaram resultados mais
expressivos (acima de 90%) frente as linhagens de células MDA-MB-435 (melanoma),
HCT-8 (human-colon) e SF-295 (CNS). Desse modo, o estudo de screening em fra-
¢oes vegetais deve ser mais explorado pelos pesquisadores de dreas como a Biologia, a
Farmdcia e Quimica, caracterizadas como trabalhos multidisciplinares. Esses trabalhos
possibilitam a escolha de melhores métodos e estratégias a serem utilizados na busca de
novos compostos com atividades bioldgicas, os quais no futuro podem contribuir para
o isolamento, identificacio ¢ aplicabilidade em diferentes 4reas, bem como: farmacéu-
ticas, alimenticias, agronémicas, etc.
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