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RESUMO

A busca por novas opgdes terapéuticas no cancer oral, como o uso de agentes derivados de
plantas, tem ganhado destaque nas pesquisas clinicas. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar
a atividade citotoxica, pelo ensaio da Sulforodamina B, e antioxidante, pelo ensaio de DPPH, de
seis extratos etanolicos derivados de plantas nativas do Rio Grande do Sul na linhagem celular
de carcinoma epidermoide de boca KB. Quatro desses extratos apresentaram atividade citotoxica
em concentragdes variando de 45,0 a 63,0 pg/mL, sendo que V. immarginata também demostrou
significativa atividade antioxidante. Nossos achados sugerem que o efeito citotoxico e antioxidante
observado podem estar associados com a presenga de flavonoides e compostos fenolicos.

Palavras-chave: Cancer oral, citotoxidade, flavonoides, antioxidante.

ABSTRACT

The search for new therapeutic options in oral cancer, such as treatment with natural agents,
has gained prominence in clinical research. Therefore, the aim of this study was evaluated the
cytotoxicity, using the sulforhodamine B assay, and antioxidant activity, using DDPH method,
of six ethanol extracts of native plants from Rio Grande do Sul in KB oral squamous carcinoma
cell line. Four of these extracts showed cytotoxic activity cytotoxicity at concentration between
40 and 60 pg/mL and Viguiera immarginata also showed antioxidant capacity in this cell line.
Our findings suggest that the observed effects could be related to the presence of flavonoids and
phenolic compounds in the extract.

Keywords: Oral cancer; cytotoxicity, flavonoids, antioxidant.
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INTRODUCAO

O cancer de cavidade oral ¢ considerado um problema de satide publica em todo
o mundo. O Brasil corresponde ao terceiro pais com maior niimero de casos no mundo,
com mais de 14 mil notificagdes por ano e uma taxa de mortalidade nos tltimos 30 anos,
correspondendo a 5%, sendo o oitavo tipo de cancer mais comum (MONTENEGRO;
VELOSO; CUNHA, 2014; OMAR, 2015). A ultima estimativa para o Brasil, no ano
de 2014, apontou cerca de 11.280 casos novos de cancer da cavidade oral em homens e
4.010 em mulheres. Tais valores correspondem a um risco estimado de 11,54 casos novos
a cada 100 mil homens e 3,92 a cada 100 mil mulheres (INCA, 2015).

O perfil dos individuos mais acometidos pelo cancer de boca ¢é caracterizado por
homens, brancos, na faixa etaria entre 50 ¢ 70 anos de idade, trabalhadores expostos ao sol,
usuarios cronicos de tabaco, alcool ou a associagao destes (DOMINGOS; PASSALACQUA,;
OLIVEIRA, 2014). Embora existam outros tipos que apresentam menor incidéncia, o
carcinoma de células escamosas, também denominado, espinocelular, epidermoide ou
escamocelular, ¢ o tipo histologico neoplasico mais comum, totalizando mais de 90% dos
tumores malignos que acometem os tecidos bucais, geralmente precedido por displasia e
apresentando lesdes epiteliais brancas na mucosa oral (INCA, 2015; OMAR, 2015).

O tratamento desse tipo de tumor depende, de um modo geral, da localizagdo, do
grau histologico, do estadiamento e das condigdes fisicas do paciente, sendo as principais
modalidades a cirurgia, radioterapia ¢ quimioterapia associadas ou ndo (BRENER et al.,
2007). Entretanto, tais procedimentos podem ter um efeito devastador sobre a respiragao,
degluticdo, fala e, em consequéncia, impacto negativo sobre a qualidade da vida do
paciente. Além disso, apesar de todos os avangos no diagnostico e na terapéutica, alguns
pacientes ndo respondem a nenhum tipo de tratamento (HUBER; TANTIWONGKOSI,
2014). Nesse sentido, diversos estudos vém sendo realizados na busca de novas opgdes
terapéuticas, como a identificagdo de novas moléculas com potencial antineoplasico,
derivadas de fontes vegetais (DA ROCHA; LOPES; SCHWARTSMANN, 2001; OZI et
al., 2011; OVADIE et al, 2015).

Abusca por esses compostos com atividade antitumoral vem crescendo nos ultimos
anos. Mais de 50% dos medicamentos anticancer sao derivados de fontes naturais. Porém,
a identificacdo de mecanismos de a¢do desses novos compostos nao foi totalmente
explorada. Associado ao potencial antitumoral, alguns desses agentes apresentam
capacidade de inibigao de radicais livres e redugdo do dano oxidativo (FRANCA et al.,
2012; SILVA, 2013; OVADJE et al, 2015).

Dentre as espécies de plantas medicinais que vem sendo apontadas por apresentarem
tais propriedades estdo o Piper amalago, conhecido como falso-jaborandi, utilizado no
tratamento de queimaduras, problemas digestivos e cardiacos, além de possuir propriedades
antioxidantes; Piper mikanianum, popularmente conhecido como jaguarandi, utilizado para
tratamento de amenorreias ¢ disturbios estomacais; Eupatorium laevigatum, conhecido como
eupatorio, erva-formigueiro, cambara, ou cambarazinho, ¢ empregado na medicina popular
no tratamento de inflamagdes e dor, além de ag¢do antitumoral; Gordonia fruticosa, conhecida
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como pinho-de-campo e Santa-Rita, tem demostrado potencial no tratamento de cancer,
diabetes, obesidade e doencgas cardiovasculares; Artemisia verlotorum, conhecida como
losna, possui propriedades cicatrizantes e antiparasitarias, além de ter demonstrado efeito
citotdxico in vitro; e Viguiera immarginata, que assim com a A. verlotorum, pertence a familia
Asteraceae, apresenta flavonoides e terpenoides, além da produc@o de lactonas sesquiterpénicas
com atividade anti-inflamatéria (PEDRALLI; IRGANG, 1982; KILLEEN; GARCIA;
BECK, 1993; TAN; ZHENG; TANG, 1998; SCHILLING et al., 2000; MUSCHIETTI et
al, 2001; SANTOS et al., 2009; MOMESSO; MOURA; CONSTANTINO, 2009; BOONE,
2011; TOKARNIA et al., 2012; ZHANG et al., 2014; SANTOS et al., 2015). Diante dessas
propriedades, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade citotoxica e antioxidante, além
do perfil fitoquimico dos extratos etanolicos obtidos das folhas de seis plantas nativas do Rio
Grande do Sul na linhagem celular de carcinoma epidermoide de boca KB.

MATERIAIS E METODOS
Escolha do Material Vegetal

Foram utilizados, extratos etandlicos obtidos das folhas de Viguiera immarginata,
Piper amalago, Piper mikanianum, Eupatorium laevigatum, Gordonia fruticosa,
Artemisia verlotorum, plantas nativas do Rio Grande do Sul, que se encontravam
armazenadas no Laboratdrio de Fitoquimica e Farmacognosia da Universidade Luterana
do Brasil (ULBRA).

Preparo dos extratos

As folhas das plantas foram secas a temperatura ambiente em local arejado e sem
exposigao direta de luz. Uma exsicata de cada espécie, identificada pelo Dr. S. Bordignon
(Unilasalle, Canoas, RS, Brasil), esta depositada no herbario da Universidade Luterana
do Brasil (HERULBRA), Canoas, RS, Brasil.

Para obtencao dos extratos brutos etanoélicos, as folhas secas de cada espécie foram
trituradas em moinho de facas e, posteriormente, submetidas a extra¢do com etanol em
soxhlet (5 x 48 h). Apos este periodo, o extrato bruto de cada uma das seis espécies
estudadas foi filtrado e concentrado a secura em aparelho de evaporacdo rotatoria sob
temperatura inferior a 50 °C.

Manutenc¢ido da Linhagem Celular

A linhagem celular de carcinoma epidermoide de boca KB foi obtida do Banco
de Células da Universidade Federal do Rio de Janeiro (Rio de Janeiro, RJ). As células
foram cultivadas em meio de cultura DMEM enriquecido com 10% de soro fetal bovino
¢ mantidas a temperatura de 37 °C em atmosfera de 5% de CO, e umidade de 95%.

Avaliacao da Atividade Citotdéxica

A avaliagdo do efeito citotoxico dos extratos vegetais foi realizada pelo ensaio
colorimétrico da sulforodamina B (SRB) (SKEHAN et al., 1990). Para isso, as células

Revista de Iniciagdo Cientifica da Ulbra N° 13/2015 43



foram inoculadas em microplacas de 96 pogos em uma densidade de 3 x 10* células/
poco/100 puL. Apos estabilizagdo por 24 horas, as culturas foram tratadas com concentragoes
seriadas (0-100 pg/mL) dos extratos etandlicos obtidos das folhas durante 72 horas. A
seguir, as células foram fixadas in situ com acido tricloroacético (TCA, 50%) por 2 h, e
apos a remocao do TCA as placas foram secas e coradas com solu¢do de SRB (0,4%).
O excesso de SRB foi removido com 4cido acético (1%) e o SRB ligado as proteinas
foi solubilizado com base Trizma (10 mM). O SRB ligado ¢é proporcional a densidade
celular e foi determinado através das absorvancias, medidas em leitor de microplacas em
comprimento de onda de 540 nm. A partir deste ensaio determinamos os valores de IC,
(quantidade de extrato necessaria para inibir 50% do crescimento celular). Foi utilizado
como controle positivo o antineoplasico etoposideo. Os valores da atividade citotoxica
foram expressos como média + desvio padrao (n = 6).

Determinacio de Compostos Fenolicos Totais

O conteudo total de compostos fendlicos no extrato bruto de V. immarginata foi
determinado pelo método Folin-Ciocalteu. Para a preparag@o da curva de calibragdo sera
utilizada 1 mL das solugdes de acido galico em etanol nas concentragdes de 0,015, 0,024,
0,075 ¢ 0,105 mg/mL que serdo misturadas com 5 mL do reagente Folin-Ciocalteu (1:10)
e 4 mL de carbonato de sodio (75 g/L) (SINGLETON & ROSSI, 1965). A absor¢ao sera
lida apds 30 minutos no comprimento de onda de 765 nm. Para o teste, sera utilizado 1
mL do extrato na concentracdo de 0,1 mg/mL. Sera adicionado 5 mL do reagente Folin-
Ciocalteu (1:10) e 4 mL de carbonato de sddio (75 g/L). Apos 1 h, sera lida a absorbancia
em 765 nm. O valor obtido através da substitui¢do da absorvancia do teste na curva foi
convertido para expressar o resultado em compostos fenolicos equivalentes ao acido
galico em mg/g de extrato (MILIAUSKAS et al., 2004).

Determinacao de Flavonoides

A quantificacdo de flavonoides do extrato bruto de V. immarginata foi realizada
através da metodologia descrita por WOISKY e SALATINO (1998), em que ¢ utilizada
a solucao de cloreto de aluminio a 2,5%. A técnica baseia-se na formagao de complexos
estaveis entre o cation aluminio e os flavonoides presentes na amostra. Iniciar o teste,
pesando-se 0,05 g do extrato aquoso liofilizado e o diluindo em 25 mL de etanol.
Transferindo-se 2 mL da solugdo anterior para um baldo volumétrico de 25 mL, adicionar
1 mL de solugdo de cloreto de aluminio a 2,5% e completar o volume com etanol até a
demarcagdo presente no baldo. Para a preparagdo do branco, diluir 1 mL da solugdo de
cloreto de aluminio com etanol em baldo volumétrico de 25 mL. Aguardar por 30 minutos
e proceder a leitura em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 425 nm. O teor de
flavonoides deve ser calculado através da equacao da reta obtida na curva de calibragio
de quercetina, onde se substituiu o y pela absorvancia encontrada e obteve-se a relagdo
de miligramas de flavonoides equivalentes de quercetina (EQ) por mililitro de extrato.
A curva foi construida da mesma maneira que as amostras testadas, nas concentragdes
de 0,002 até¢ 0,008 mg/mL. O valor obtido através da substituigdo da absorvancia do
teste na curva foi convertido para expressar o resultado em flavonoides equivalentes de
quercetina em mg/g de extrato.
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Determinacao da Atividade Antioxidante Através do Método DPPH

Para a avaliacdo da atividade antioxidante do extrato bruto de V. immarginata,
utilizou-se 0 método in vitro com o radical livre estavel 2,2-difenil-1-picril-hidrazila
(DPPH). O extrato bruto (10 mg) foi diluido em metanol (MeOH) para a obtengdo
das concentragdes desejadas. Transferiu-se 2,5 mL de amostra para cubetas de 3,5 mL
¢ adicionou-se 1 mL da solugdo de DPPH na concentra¢do de 0,2 mg/mL. Para cada
amostra, foi confeccionado um controle negativo, que consiste na amostra sem o DPPH, ¢
o controle positivo, que consiste em apenas 1 mL de DPPH diluido em 2,5 mL de metanol.
Como padrio foi utilizado a rutina. Apos 30 minutos, foi verificada a absorbancia em
espectrofotometro em um comprimento de ondas de 517 nm (MENSOR et al., 2001).
Foi estabelecida a faixa em que o extrato apresenta o inicio da atividade antioxidante e
realizada as seguintes dilui¢des para o teste: 2 ug/mL; 8 ug/mL; 16 pg/mL; 32 pg/mL e
40 ug/mL. A porcentagem de inibi¢ao de DPPH, que diz respeito a atividade antioxidante,
foi calculada pela seguinte formula:

% de Inibigdo de DPPH = [(Abs controle(+) — Abs amostra) x 100]

Abs controle(+)

Apds a obtencdo das porcentagens de inibi¢ao, esses dados foram utilizados para
calcular a concentragdo inibitoria para 50% de radicais livres (IC, ).

Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o Teste ¢ de Student, considerando valor
de p < 0,05 como estatisticamente significante. Todas as analises foram realizadas com
o software GraphPad Prism (versdo 5; GraphPad Software Inc.; San Diego, CA, USA).

RESULTADOS

O efeito citotoxico dos seis extratos foi avaliado apos 72 horas de exposi¢do na
linhagem celular KB. V. immarginata demonstrou maior efeito citotoxico (IC,,45,9 pg/
mL) seguido do extrato de P. amalago, A. verlotorum e E. laevigatum respectivamente
(IC,, 53,6; 59,1 e 63,6 ug/mL), apesar de ndo demonstrarem diferenca estatistica. Os
extratos de P. mikanianum e G. fruticosa ndo demonstraram atividade antiproliferativa
nas doses testadas (Tabela 1).
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Tabela 1 - Valores de IC,  (Média + Desvio Padréo) dos extratos etandlicos das folhas obtidas de plantas do Rio
Grande do Sul e do antineoplasico etoposide (controle positivo) na linhagem celular de carcinoma
epidermoide de boca KB.

Tratamento Valores de IC,; (ug/mL)
Viguiera immarginata 45,9 + 53*

Piper amalago 53,6 £ 5,6

Piper mikanianum ND*

Eupatorium laevigatum 63,6 + 7,8

Gordonia fruticosa ND*

Artemisia verlotorum 59,1 +6,3**

Etoposideo 83+1,3

*ND — n&o detectado; **Estatisticamente diferente do controle positivo etoposideo (p < 0,05; Teste t de Student).

Considerando que a V. immarginata apresentou um IC, mais proximo a 30 pg/mlL,
valor esse considerado pelo National Cancer Institute (EUA) como sendo de interesse
para extratos brutos com potencial anticancer (SUFFNESS; PEZZUTO, 1990), os estudo
seguintes foram realizados apenas com esse extrato.

A analise fitoquimica do extrato de V. immarginata demonstrou que o teor de
compostos fendlicos foi de 167,19 £ 3,92 mg/g de extrato equivalentes ao acido galico e
de flavonoides de 4,59 + 0,29 mg/g de extrato equivalentes a quercetina. Na avaliagao do
potencial antioxidante do extrato de folhas de V. immarginata através do método in vitro
com o radical livre estavel 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) obtivemos o resultado
de IC, ;92,96 + 3,41 ug/mL. Como padrao foi utilizado o flavonoide denominado rutina
(IC,, 22,62 +1,0).

DISCUSSAO

A procura por novos agentes antineoplasicos mais efetivos e seletivos, com menor
toxicidade e efeitos adversos, esta cada vez mais em ascensdo. Estudos demonstraram
que o tratamento com agentes naturais possuem alta atividade antitumoral (FLOGIO
et al., 2010; OZI et al., 2011). Neste sentido, avaliamos a atividade citotoxica de seis
extratos etanolicos de plantas oriundas do estado do Rio Grande do Sul e observamos
efeito citotoxico na linhagem celular de carcinoma epidermoide de boca KB em quatro
desses extratos (P. amalago, A. verlotorum, E. laevigatum e V. immarginata).

Apesar de varios estudos com o género Piper, ndo existem muitos resultados sobre a
sua atividade citotoxica. Foglio et al. (2010) demonstraram em estudo com nove linhagens
celulares expostas a P. regnellii, a presenca de uma lignana que estaria associada com a
atividade antitumoral observada. As espécies P. guineense, P. nigrum, P. umbellatum e P,
caninum demonstraram propriedades antioxidantes e citotoxicas in vitro (AGBOR et al,
2006; TAN; YIN; CHAN, 2013). Asraizes de P. boehmerifolium mostraram efeito citotoxico
em células de cancer cervical humano com IC2,7 ug/mL (WANG et al., 2014).
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Artemisia verlotorum possui como metabdlitos secundarios flavonoides, cumarinas,
polifenois e alcaloides, frequentemente associados com potencial citotoxico (LOPES
et al., 2003). Em um estudo do nosso grupo, avaliando extrato organico das folhas da
A. verlotorum, verificamos um efeito citotoxico em linhagem celular de cancer renal,
estando esse efeito associado com aumento do dano oxidativo (MARX et al., 2010). Em
outro estudo utilizando extrato organico das folhas dessa planta foi observado um efeito
citotoxico nas linhagens celulares de adenocarcinoma de pulmao H460 e carcinoma de
c6lon HT-29 (LOPES et al., 2003). Outra espécie do género Artemisia, A. capillaris,
demonstrou efeito citotoxico na mesma linhagem de nosso estudo (CHA et al., 2009).

Em relagdo a E. laevigatum, ndo existem relatos de potencial citotoxico. Porém, o
extrato etanolico de outra espécie do género, E. cannabinum, demonstrou efeito citotoxico
na linhagem celular de carcinoma de c6lon humano HT-29 (RIBEIRO-VARANDAS et
al., 2014). Da mesma maneira, utilizando extratos organicos das folhas de E. odoratum
foi demonstrado um efeito citotoxico na linhagem celular de carcinoma de mama MCF-7
(HARUN et al., 2012).

Existem poucos relatos sobre a agdo farmacoldgica e constituigao fitoquimica da espécie V.
immaginata. Porém, as espécies pertencentes ao género Viguiera, pertence a familia Asteraceae,
tem como caracteristica a presenca de lactonas sesquiterpénicas e diterpenos (MOMESSO;
MOURA; CONSTANTINO, 2009). Em um estudo com lactonas sesquiterpénicas isoladas de
V. sylvatica, foi demonstrado um importante efeito citotoxico na linhagem celular derivada de
cancer de pulmao A549 (TAYLOR et al., 2008). Em outro estudo, um macrolideo isolado das
partes aéreas de V. hypargyrea apresentou efeito citotdxico na linhagem celular de cancer de
cérvix HeLa (ARELLANO-MARTINEZ; DELGADO, 2010). Na mesma linhagem celular de
nosso estudo, carcinoma epidermoide de boca KB, foi relatado efeito citotoxico de outra planta
da familia Asteraceae, Saussurea lappa (MOON et al., 2013).

Sabe-se que flavonoides e outros compostos fendlicos presentes em plantas superiores
sdo conhecidos por apresentarem potencial efeito antioxidante (OH et al., 2001; ZHENG;
WANG, 2001). Assim, considerando a presenca de fenois e flavonoides no extrato das
folhas de V. immarginata, avaliamos seu potencial antioxidante. Nossos resultados
demonstraram um valor de IC_, 92,96 + 3,41 png/mL, indicando uma menor atividade
antioxidante que o padrdo utilizado, a rutina (IC, 22,62 = 1,0 ug/mL). Apesar da menor
capacidade antioxidante em relagdo a rutina, o extrato de V. immarginata, tem atividade
semelhante a outras espécies da familia Asteraceae como Acanthospermum australe e
Ageratum conyzoides (FABRI etal.,2011; FIDRIANNY; NADIA; RUSLAN, 2015). De
acordo com Blois (2000), compostos com IC, menor 50 pg/mL sdo considerados com
elevada atividade antioxidante, compostos com IC_ entre 50-100 pg/mL possuem forte
capacidade antioxidante, compostos com IC, variando entre 101-150 pg/mL apresentam
média atividade antioxidante, e compostos com IC_ acima de 150 pg/mL devem ser
considerados fracos antioxidantes. Nesse sentido, podemos considerar que o extrato
etandlico das folhas de V. immarginata apresenta um forte poder antioxidante e que,
possivelmente, esse efeito antioxidante esteja associado com a presenga de flavonoides
e compostos fenodlicos (MOMESSO; MOURA; CONSTANTINO, 2009).
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CONCLUSAO

Nas condi¢des experimentais avaliadas, verificou-se que quatro dos seis extratos
obtidos de folhas de espécies nativas do Rio Grande do Sul apresentaram atividade
citotoxica quando testados em células de carcinoma epidermoide de boca KB. Além
disso, observou-se que o extrato de V. immarginata apresentou significativa capacidade
antioxidante, possivelmente associada com a presenga de flavonoides. Este ¢ o primeiro
estudo realizado avaliando o potencial citotoxico e antioxidante do extrato de folhas de
Viguiera immarginata.
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