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RESUMO

O gênero Lithraea pertence à família Anacardiaceae e está representada no Rio Grande do Sul por
duas espécies, L. brasiliensis e L. molleoides, conhecidas popularmente como aroeira-brava e aroeira-
branca, respectivamente. De acordo com revisão realizada na literatura especializada, somente para a
espécie L. molleoides foram relatados estudos de atividade antimicrobiana, antiviral e citotóxica, sendo
esta última testada contra carcinoma hepatocelular humano (Hep G2). Com base nesses dados, foi
coletada em Viamão a espécie L. brasiliensis e em Paraíso do Sul, L. molleoides, para avaliação de seu
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efeito citotóxico em linhagens celulares derivadas de tumores humanos. Neste estudo, foram preparados
extratos orgânicos (etanólico) e aquosos a partir de folhas e galhos secos e adicionados em linhagens
celulares provenientes de carcinoma de cólon (HT29) e carcinoma pulmonar de células não-pequenas
(H460) humanos. A determinação da atividade citotóxica foi avaliada após 72 horas de incubação pelo
ensaio de Sulforodamina B (SRB). Apresentaram efeito citotóxico os extratos orgânicos de folhas para L.
brasiliensis e de folhas e galhos para L. molleoides. Num primeiro momento, foi realizado o fracionamento
a partir do extrato ativo de L. brasiliensis, utilizando solventes de polaridades crescente (hexano, clorofór-
mio e metanol), sendo estes testados para determinação de IC50 (quantidade necessária de extrato para
inibir 50% do crescimento celular) frente a cinco linhagens de células tumorais: HT29, H460, RXF393
(carcinoma renal), MCF7 (carcinoma de mama) e OVCAR3 (carcinoma de ovário). Os experimentos
evidenciaram a presença de compostos ativos para as frações hexânica e clorofórmica. Os valores de
IC50 encontrados foram: 17,63; 3,54; 7,11; 8,28 e 2,96 mg/mL para a fração hexânica e >50; 7,32;
16,67; 9,16 e 3,33 mg/mL para a fração clorofórmica, contra HT29, H460, RXF393, MCF7 e OVCAR3,
respectivamente. Essas frações ativas encontram-se atualmente na fase de separação e purificação bioguiada
dos compostos ativos.

Palavras-chave: anticâncer, extratos vegetais, linhagens celulares.

ABSTRACT

The genus Lithraea  from Anacardiaceae family is represented in the state of Rio Grande do Sul by two
species, L. brasiliensis and L. molleoides, vernacular name aroeira-brava and aroeira-branca, respectively.
As some research in specialized magazines revealed that only L. molleoides shown anti-microbiotic, anti-
viral, and cytotoxic activity. The cytotoxic activity was test on human hepatocelular carcinoma (Hep G2).
Using those data, the species L. brasiliensis and L. molleoides were collected, from the city of Viamão and
Paraiso do Sul, respectively, for cytotoxic evaluation. They were tested in tumor cell lines. For this study,
organic (ethanol) and aqueous extracts were prepared from dried leafs and steams. Those extracts were
tested on colon carcinoma cell line (HT29) and non-small cells lung cancer (H460). The cytotoxic activity
was evaluated after 72 hours using the Sulforhodamine B (SRB) protein dye assay. The  results shown
cytotoxic effect on the L. brasiliensis leafs organic extract and leafs and steams organic extracts for L.
molleoides. After that, Using hexane, chloroform and methanol, the active extract from L. brasiliensis was
purified and tested in five cell lines tumors ( HT29, H460, RXF393, MCF7 and OVCAR3) to find the
Ic50 doses. These experiments shown some active compounds from the hexanic and chloroformic fractions.
The Ic50 values found were: 17,63; 3,54; 7,11; 8,28 and 2,96 mg/mL from the chloroformic extracts for
HT29, H460, RXF393, MCF7 and OVCAR3, respectively . Right now these active fractions from those
active compounds has been separated and bioguided purified.

Key words: anticâncer, vegetal extracts, cell lines.
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INTRODUÇÃO

A investigação de novas drogas contra o cân-
cer é um tema que nos últimos anos tem justifi-
cado esforços na comunidade científica. Na bus-
ca por novos agentes com ação antineoplásica,
milhares de substâncias já foram submetidas à
triagem em laboratórios em vários países. Estas
substâncias são de origem natural ou sintéticas.
Entretanto, apenas algumas dezenas delas se mos-
traram realmente úteis e acabaram por gerar no-
vos medicamentos. Neste particular, destacam-
se vários agentes derivados de produtos naturais,
como por exemplo a Vincristina, droga utilizada
no tratamento das leucemias, que é derivada de
uma planta que cresce na floresta tropical de
Madagascar, Catharanthus roseus. Sendo assim, o
Brasil que possui mais de 30% das áreas florestais
tropicais do planeta, abriga uma diversidade eco-
lógica incalculável oferecendo uma fonte de re-
cursos naturais para a pesquisa de novas drogas
com potencial anticâncer [CRAGG 1997,
CRAGG 1999, MANS 2000].

O gênero Lithraea pertence à família
Anacardiaceae e está representada no Rio Gran-
de do Sul por duas espécies, L. brasiliensis e L.

molleoides, conhecidas popularmente como
aroeira-brava e aroeira-branca, respectivamen-
te. De acordo com revisão realizada na literatu-
ra [ALE 1997], a espécie L. molleoides pode apre-
sentar atividade antimicrobiana, antiviral e
citotóxica [RUFFA 2002]. Com base nestas in-
formações, nossa equipe selecionou as duas es-
pécies para a avaliação do potencial citotóxico
em linhagens celulares derivadas de tumores
humanos.

MATERIAL E MÉTODOS

Coleta do Material Vegetal

As espécies Lithrea brasiliensis e Lithrea
molleoides (figura 1) foram coletadas em Viamão
e em Paraíso do Sul, respectivamente. A identi-
ficação e o registro botânico das plantas estuda-
das foi realizado. As exsicatas destas plantas
encontram-se no Herbário da ULBRA
(HERULBRA) [MANS 2000].
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Figura 1 - A) Lithrea brasiliensis. B) Lithrea molleoides.
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Preparação dos Extratos

As partes aéreas das plantas foram secas em
estufa de ar circulante à temperatura de 35ºC e
posteriormente trituradas. Dois tipos de extratos
foram preparados: um extrato orgânico (etanólico,
1:10) e um extrato aquoso (1:10). A maceração
foi realizada durante 48 horas, à temperatura
ambiente durante a produção do extrato orgâni-
co e sob refrigeração (4ºC) na preparação do ex-
trato aquoso. Posteriormente, os extratos foram
filtrados, concentrados em evaporadores rotativos
(extratos orgânicos) ou liofilizados (extratos aquo-
sos) e armazenados à -20 ºC [MANS 2000].

Testagem in vitro

O efeito citotóxico dos extratos foi testado nas
linhagens celulares derivadas de tumores humanos
HT-29 (carcinoma de cólon) e NCI-H460 (carci-
noma de células não-pequenas de pulmão). As li-
nhagens foram mantidas em meio de cultura RPMI-
1640 contendo 10% de FCS, em atmosfera
umidificada à 95%, com 5% de CO2 à 37ºC. Para
os testes, as células foram inoculadas em placas de
96 cavidades e incubadas por 24 h. Após este perío-
do, os extratos orgânicos foram solubilizados em
DMSO (Dimetilsulfóxido, 0,25%) e meio de cultu-
ra, enquanto os extratos aquosos foram solubilizados
diretamente no meio de cultivo. Os extratos foram
adicionados às placas e mantidos por 72 horas na
concentração de 100 µg/mL. A determinação do
crescimento celular foi realizada através do método
colorimétrico com Sulforodamina B (SRB)
[SKERAN 1990, MONKS 1991, MANS 2000]. Os
extratos foram considerados citotóxicos quando os
valores de densidade ótica à 540nm foram inferio-
res ao valor de referência (crescimento celular após
24 h sem adição de extrato, denominado T0). Os

dados produzidos foram plotados (Figura 2), subtra-
indo-se  onde os valores de To dos valores dos con-
troles (células que não receberam extratos e cres-
ceram livremente) [GREVER 1992, BOYD 1995].

Fracionamento

Os extratos que apresentaram atividade
citotóxica foram submetidos ao processo de
fracionamento com solventes de polaridade cres-
cente: hexano, clorofórmio e metanol para pos-
terior avaliação do seu valor de IC50.

Estudos de Inibição do
Crescimento Celular

Os valores de IC50 (concentração de extra-
to que provoca inibição de 50% de crescimento
celular) foram determinados nas linhagens ce-
lulares HT29, NCI-H460, RXF393 (carcinoma
renal), MCF7 (carcinoma de mama) e
OVCAR3 (carcinoma de ovário) para cada um
dos extratos que apresentaram atividade
citotóxica na testagem in vitro.

RESULTADOS E
DISCUSSÃO

Os resultados obtidos para o estudo do efeito
citotóxico estão demonstrados na Figura 2. Os
extratos com maior atividade foram os de folhas
e galhos orgânico de L. brasiliensis e galhos orgâ-
nico de L. molleoides, ambos nas linhagens HT29
e NCI-H460.
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O extrato orgânico produzido a partir das
folhas de L. brasiliensis foi  arbitrariamente sele-
cionado para dar início ao fracionamento. Des-
te, a fração metanólica resultante, não pode ser
testada devido ao baixo rendimento. Enquanto
a fração hexânica promoveu inibição de cresci-
mento em todas as linhagens testadas com va-
lores de IC50 mais baixos do que os valores ob-
servados para a fração clorofórmica. Na fra-
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Figura 2 - Efeito citotóxico dos extratos brutos (100 µg/ml) de L. brasiliensis e L. molleoides em HT29 e H460. São
considerados extratos com efeito citotóxico os que se encontram com valores inferiores aos do tempo
zero (To). Os extratos orgânicos de folhas, galhos apresentaram citotoxicidade obtendo os menores
valores.

ção clorofórmica os valores de IC50  foram vari-
áveis dentre as linhagens estudadas HT29 (>50
µg/mL), H460 (7,32 ± 0,55 µg/mL), RXF393
(16,67 ± 0,86 µg/mL), MCF7 (9,16 ± 1,09 µg/
mL) e OVCAR3 (3,33 ± 0,53 µg/mL). A obser-
vação da atividade mais moderada desta fração
pode ser parcialmente explicada pela existên-
cia de resíduos remanescentes da extração
hexânica (Figura 3 e Tabela 1).
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Figura 3 - Curvas de dose-resposta (0-50 µg/ml) das frações hexânica (A) e clorofórmica (B) de L. brasiliensis
em HT29, H460, RXF393, MCF7 e OVCAR3.
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CONCLUSÕES

As frações hexânica e clorofórmica de L.
brasiliensis apresentaram significativa atividade
citotóxica nas linhagens celulares HT29 e NCI-
H460 e baixos valores de IC50 nas linhagens
HT29, NCI-H460, RXF393, MCF7 e OVCAR3
para as frações testadas, com exceção da fração
clorofórmica na linhagem HT29. Os resultados
sugerem que os compostos responsáveis pela ati-
vidade estejam entre substâncias apolares até
média polaridade, com um grande poder
citotóxico. Os estudos para isolamento e purifi-
cação dos compostos responsáveis por essa ativi-
dade, estão em andamento. A fração hexânica
encontra-se em avançado processo de separa-
ção e purificação bioguiada dos compostos ati-
vos. Posteriormente será dada continuidade ao
estudo do efeito citotóxico de L. molleoides, bem
como a comparação dentre os compostos ativos
nas duas espécies e a elucidação estrutural des-
tas substâncias.
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