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Resumo: O potencial de espécies vegetais para a descoberta de novos farmacos antitumorais tem
sido reconhecido devido ao uso delas na medicina popular. O cancer cervical possui alta incidéncia e
morbidade, entretanto, os tratamentos convencionais apresentam uma série de limitagbes. Neste
estudo, nds investigamos o efeito do extrato bruto aquoso obtido de folhas de uma espécie da familia
Myrtaceae (EBA), um 6leo essencial das folhas desta mesma espécie (OE1) e 6leo essencial extraido
de flores de uma espécie da familia Asteraceae (OE2) em células de uma linhagem humana de
cancer cervical (SiHa) e em uma linhagem n&o tumoral de queratindcitos humanos (HaCaT). As
células foram mantidas em condi¢gdes padrao e tratadas por 24h com diferentes concentragdes dos
tratamentos e entdo submetidas ao ensaio de MTT (0,5 mg/ml). Os trés tratamentos utilizados nas
diferentes concentragdes induziram inibicdo significativa na viabilidade das células tumorais a partir
de concentragdes baixas, entretanto, o IC50 de um tratamento que induziu um efeito pronunciado nas
células tumorais, ndo causou tamanha inibicdo na viabilidade da linhagem ndo tumoral. O potencial
terapéutico dos tratamentos utilizados enfatiza a importancia de investimentos na continuidade destes
estudos e projetos relacionados a investigacdo de espécies vegetais como aliados no combate ao
cancer.

Palavras-chave: Plantas nativas; Cancer cervical; Viabilidade celular.

The effect of native plants on cervical cancer

Abstract: The potential of plant species for the discovery of new antitumor drugs has been recognized
due to their use in folk medicine. Cervical cancer has high incidence and morbidity; however,
conventional treatments have a number of limitations. In this study, we investigated the effect of the
crude aqueous extract obtained from leaves of a species of the family Myrtaceae (EBA), an essential
oil of leaves of this species (OE1) and essential oil from flowers of a species of the family Asteraceae
(OE2) on human cervical cancer cells (SiHa line) and on a non-tumor human keratinocyte line
(HaCaT). Cells were maintained under standard conditions and treated for 24 hours at different
concentrations of the treatments and then submitted to the MTT assay (0.5 mg/mL). The three
treatments used induced significant inhibition in the viability of tumor cells from low concentrations,
however, the IC50 of a treatment that induced a pronounced effect on tumor cells did not cause such
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inhibition in the viability of the non-tumor line. The therapeutic potential of the treatments used
emphasizes the importance of investments for continuity of these studies and for other projects related
to the investigation of plant species as allies in the fight against cancer.

Keywords: Native plants; Cervical cancer; Cell viability.

INTRODUGAO

O céancer é um problema de saude publica mundial, constituindo a segunda
causa de morte por enfermidades no Brasil. Nas ultimas décadas, o numero de
Novos casos Nno registro brasileiro de cancer tem crescido, ressaltando a importancia
da doencga e seu impacto social e econdmico (INCA, 2018). Era estimado para 2018,
o surgimento de 18,1 milhdes de novos casos de cancer (BRAY et.al., 2018), além
de representar 13% de todas as causas de morte do mundo (GUERRA e GALLO,
2005).

Cancer é definido como um conjunto de doengas caracterizadas pelo
crescimento anormal, progressivo e desordenado de células (ALMEIDA et al., 2005).
Alteracdes nos processos normais de crescimento, proliferacdo e morte celular estao
associadas a mutagdes que ocorrem preferencialmente em genes supressores de
tumores e/ou de protooncogenes. Diferentes tipos de cancer também tém sido
associados com alteragcdes em genes associados ao reparo de DNA (TENEN, 2003).

Nosso grupo de pesquisa vem realizando ensaios biologicos utilizando
culturas de células de tumores femininos, com foco, principalmente, no cancer de
colo uterino humano. O cancer cervical permanece como uma doenca de alta
prevaléncia, incidéncia e mortalidade, sendo o quarto tipo de cancer mais comum
em mulheres, e o sétimo na classificagao geral (PARKIN e BRAY, 2006). Em paises
em desenvolvimento, esta patologia tem mantido altos niveis de incidéncia, sendo o
terceiro tipo de cancer com maior estimativa de novos casos entre as mulheres no
Brasil (INCA, 2018) Sabe-se que a infec¢ao pelo papilomavirus humano (HPV)
associada a outros fatores de risco como o histérico de outras doengas sexualmente
transmissiveis, tabagismo e uso de contraceptivo oral, representam um importante
papel na progressao das lesbes escamosas intra-epiteliais para a malignidade em
mulheres (WALBOOMERS et al.,, 1999; LIU et al., 2000). Infelizmente alguns
estudos revelaram recorréncia de cancer de colo uterino apds histerectomia radical
em cerca de 20% dos pacientes (YUAN et al., 1999), bem como uma alta taxa de
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recorréncia para o cancer cervical invasivo mesmo apos o tratamento da neoplasia
intra-epitelial cervical (SOUTTER et al, 2006). Além disso, tratamentos
convencionais como a quimioterapia e a radioterapia, ndo atuam exclusivamente
sobre as células tumorais. Esta toxicidade indiscriminada € a causa dos inumeros
efeitos adversos observados e a consequente influéncia na qualidade de vida dos
pacientes.

Por estas razbes, muitos estudos baseados em principios ativos de plantas
tém investigado a atividade antiproliferativa ou citotoxica em células tumorais
visando a geracdo de novos agentes antineoplasicos. Neste contexto é importante
destacar a biodiversidade brasileira como uma fonte extraordinaria de espécies
vegetais com diferentes moléculas ativas que possuem potenciais efeitos biolégicos
e terapéuticos para doengas como o cancer.

Substancias orgéanicas originadas de fontes naturais ha muito tempo séo
utilizadas no tratamento de inumeras doengas na chamada medicina popular.
Grande parte destas substancias, quando levadas ao laboratério, demonstraram
propriedades quimicas e Dbiolégicas promissoras e de grande interesse
biotecnoldgico. A analise da origem dos farmacos encontrados no mercado revela a
importancia do desenvolvimento de novos medicamentos baseados em ativos
vegetais, ja que mais da metade dos novos medicamentos langados a partir de 1981
s&o derivados de produtos naturais (CHIN et al., 2006; NEWMAN e CRAGG, 2016).

Alguns exemplos de medicamentos de origem vegetal e com atividade anti-
tumoral sdo a Vimblastina e a vincristina, isolados das folhas da espécie
Catharanthus roseus (L.) G. Don. (Apocynaceae), popularmente conhecida como
vinca. Estas espécies vegetais eram originalmente utilizadas no tratamento de
diabetes e posteriormente foram descritos com atividade antimitética e aprovadas
pelo FDA (Food and Drug Administration) como agentes anticancerigenos
(NEWMAN et al., 2000). Os quimioterapicos etoposideo e o teniposideo foram
obtidos a partir das espécies P. peltatum e P. emodii, tradicionalmente utilizadas
pelas populagdes nativas da América e da Asia no tratamento do cancer de pele e
verrugas (BRANDAO et al., 2010). Outros exemplos importantes incluem o paclitaxel
(Taxol®), um diterpeno da familia dos taxanos extraido a partir de extratos de casca
da arvore de Taxus brevifolia Nutt. (Taxaceae) (ALTMANN e GERTSCH., 2007),

bem como o irinotecan e o topotecano, obtidos a partir de uma arvore ornamental
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chinesa conhecida como Camptotheca acuminata Decne (Cornaceae) (BRANDAO
et al., 2010).

O nosso grupo de pesquisa tem demonstrado os efeitos significativos de
diferentes preparag¢des oriundas de plantas nativas sobre a viabilidade de células
tumorais, bem como sua atividade em outros parametros biologicos importantes
para a sobrevivéncia, crescimento e invasao das mesmas. Uma das espécies
testadas é representante da familia Asteraceae. Esta é a maior familia de
angiospermas, compreendendo 25.000 espécies pertencentes a 1.600 géneros
(BREMER, 1994). No Brasil, a familia esta representada por aproximadamente 196
géneros e cerca de 1.900 espécies (BARROSO et al., 1991). Membros desta familia
sao amplamente utilizadas na medicina popular e estudadas devido a sua atividade
biolégica e composicdo quimica, com destaque a abundancia de flavondides e
cientificamente descritas com atividades antibacteriana, antifungica, larvicida,
inseticida, antiparasitaria, nematicida, anti-hiperglicémica e antioxidante
(ANDREOTTI et al., 2013; ROMAGNOLI et al., 2005; SCHIAVON et al., 2015). A
exemplo das propriedades dessa familia, € reconhecido a Helianthus annuus L no
efeito contra a Epilepsia; como calmante tem-se Matricaria recutita L; no combate a
tosse e queilite angular é indicado a espécie Sonchus oleraceus L (SILVA e
ANDRADE, 2013). Além disso, possuem alta disponibilidade ja que apresentam alta
taxa de germinacao e produzem flores e sementes o ano inteiro (BARROSO et al.,
1991). Representantes desta familia sdo conhecidamente produtoras de O6leos
essenciais com importancia comercial ja descrita (ANDREOTTI et al., 2013). Oleos
essenciais sao compostos de baixo peso molecular oriundos do metabolismo
secundario de plantas e de composi¢cao quimica caracterizada por atividades
farmacoldgicas de grande interesse biotecnoldgico (ADAMS, 2009).

Outra familia amplamente estudada em nosso laboratério, abrange membros
pertencentes a familia Myrtaceae. As mirtaceas destacam-se por suas propriedades
medicinais, ja que seus extratos apresentam efetivos antihipertensivos (Eugenia
uniflora), hipoglicemiantes (Eugenia jambola), anti-bacteriana (Calyptranthes lucida),
antifungicos (Pimenta dioica), antioxidantes (Eugenia involucrata) e anti inflamatorio
(Psidium cattleyanum), (CONSOLINI e SARUBBIO, 2002; LIMA et al., 2002,
BRUNETTI et al., 2006; STEFANELLO et al., 2011). Devido a estas propriedades,
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membros desta familia sdo conhecidos por seu potencial para a obtencdo de
farmacos (SILVA, 2006).

Considerando a importancia de estudos que envolvam produtos naturais, a
rigueza de substancias ativas presentes em plantas nativas e o potencial destas
substancias como potenciais agentes antineoplasicos, este artigo descreve alguns
resultados de nossa pesquisa, demonstrando a influéncia do tratamento com
algumas preparagdes oriundas de espécies vegetais nativas sobre a viabilidade de
células humanas de cancer de colo de utero. As espécies estudadas neste artigo

nao serao declaradas devido a intencao de patente.

METODOLOGIA

Linhagens celulares: As linhagens de origem neoplasica escamosa da
cérvice uterina humana (SiHa) e a linhagem ndo tumoral imortalizada de
queratinécitos humanos (Hacat) foram obtidas da “American Type Culture Collection”
(ATCC, USA). As culturas foram mantidas em meio de cultura DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle's Medium) suplementado com soro fetal bovino 10% e mantidas em
estufa a 37°C em atmosfera com 5% de CO..

Extrato bruto aquoso: A coleta das folhas de uma espécie da familia
Myrtaceae foi realizada em abril de 2017, no Municipio de Porto Alegre-RS. As
folhas foram lavadas e secas em estufa a 60°C por 4 dias. Posteriormente, estas
foram trituradas e o p6d obtido foi dissolvido em meio de cultura DMEM (n&o
suplementado). A solugao obtida (EBA) foi filtrada em membrana com poros de 0,22
Mm.

Oleos essenciais: Apds identificacdo taxonémica, folhas de uma espécie de
Myrtaceae (OE1) e flores de uma espécie vegetal da familia Asteraceae (OE2) foram
coletadas em areas de ocorréncia natural no Rio Grande do Sul e submetidas ao
processo de hidrodestilagdo, separadamente, em aparelho do tipo Clevenger
durante 3 horas. A identificacdo quimica dos 6leos essenciais foi realizada por
cromatografia a gas acoplado a espectrémetro de massas (GC-MS) equipado com
DB-5 ligado a uma coluna capilar de silica (30 m x 0,25 mm x 0,25 mm), sendo os
componentes do 6leo identificados por comparagao entre seu indice de retencgao e
seus espectros de massa. Os dados de referéncia foram obtidos a partir da literatura
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e base de dados NIST 62. Para a realizacdo dos ensaios com as culturas celulares,
preparou-se uma solugdo mae pela solubilizacdo dos oleos no veiculo
propilenoglicol em diferentes proporgdes - 1:5 para a espécie da familia Asteraceae
(OE2) e 1:10 para a espécie da familia Myrtaceae (OE1).

Tratamentos: Para utilizacdo dos oleos essenciais, € necessario a
solubilizagdo dos mesmo em veiculos, levando em conta a analise qualitativa visual
das solucdes e o limite de toxicidade da substancia veiculo constatada na literatura.
Ambos, OE1 e OE2, foram solubilizados no veiculo propilenoglicol, sendo o OE1
solubilizado na proporgdo de 1:10 e o OE2 na proporgédo de 1:5. Em todos os
ensaios, pogos controles (apenas meio de cultura DMEM) e pogos controle veiculo
(meio de cultura DMEM e propilenoglicol na concentracdo correspondente) foram
realizados. Para o EBA foi realizado apenas o controle com meio DMEM, ja que este
nao necessita solubilizacdo em veiculo.

Viabilidade celular: A viabilidade das células apdés os respectivos
tratamentos foi verificada através do ensaio com MTT {brometo de [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-yl)-2-5-difeniltetrazolio]}. Este consiste na absor¢ao do sal MTT pelas
células, sendo reduzido no interior da mitocéndria a um produto chamado Formazan.
As células foram plagueadas na densidade de 2,8 x10% células por pogo em uma
placa de 96 pocos. Apds adesdo, as células foram tratadas com diferentes
concentracbes dos o6leos OE1 na faixa entre (0,5ug/mL até 30ug/mL), OE2 (de
0,01ug/mL até 30ug/mL) em triplicata e com o extrato bruto aquoso EBA (de
0,5mg/mL até 20 mg/mL) em duplicata durante 24 horas. Ao término do tratamento,
o conteudo dos pogos foi descartado para adicdo de MTT (0,5 mg/mL). Apds 3,5
horas de incubacéo, os cristais de formazona foram solubilizados em dimetisulféxido
(DMSO) e foi realizada a leitura da absorbancia a 545 nm e 630 nm em leitor de
placas. Utilizando os resultados desse ensaio foi possivel calcular a concentracao
inibitéria média (IC50) através da construgdo dos graficos no software GraphPad
Prism 5 para a obtengédo de uma linha de tendéncia linear e calculo do IC50.

ApOs esses resultados, foi realizado um ensaio para verificar somente o efeito
do tratamento OE2 durante 24, 48 e 72 horas de tratamento sobre as células da
linhagem nao tumoral Hacat. Para isso, foi utilizado apenas a concentragao de 1C50

deste 6leo obtida na linhagem tumoral como tratamento, e a analise se deu
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utilizando a mesma metodologia descrita para verificar o efeito dos tratamentos na
viabilidade das células tumorais.

Analise Estatistica: Com base nos resultados obtidos através de pelo menos
trés experimentos independentes, realizados em duplicata, calculou-se as médias e
os desvios padrdes das diferentes analises. Para a comparagao entre os grupos, foi
aplicada analise de variancia de uma via (ANOVA) seguido de teste de Tuckey para
comparagdes multiplas. Foram analisadas as diferengas entre cada concentragao e
o controle de meio DMEM considerado significativas quando a analise estatistica
apresentar p< 0,05.

Questbes Eticas e biosseguranga: O trabalho com linhagens celulares
exclui a necessidade de utilizagdo de animais para a pesquisa e, portanto, exclui a
possibilidade de questionamentos éticos. Além disto, todas as normas de
biosseguranga para armazenamento e utilizacdo das mesmas, ja foram
implementadas em nosso laboratério e estdo sendo rigorosamente cumpridas. O
descarte dos residuos quimicos e bioldgicos gerados seguiu o procedimento padrao
usual ja estabelecido nos laboratérios do curso técnico de Biotecnologia do IFRS-
POA.

RESULTADOS

Extrato Bruto aquoso (EBA)

O tratamento com o extrato bruto aquoso (EBA) obtido a partir de folhas de
um representante da familia Myrtaceae, foi capaz de inibir entre 18% e 52%, a
viabilidade das células tumorais SiHa. A concentracdo capaz de promover uma
maior inibicdo em relacdo do controle foi 20 mg/mL (Figura 1). A partir do teste com
concentragbes de 0,5 a 20 mg/mL foi possivel estabelecer também o IC50 de 7,8

mg/mL nas células de SiHa apos 24 horas de tratamento.
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Figura 1 - Efeito de diferentes concentragcbes de EBA sobre a viabilidade da linhagem SiHa
24h. Os dados mostram a média e o desvio padrdo de trés experimentos independentes,

realizados em duplicatas. *P<0,05 (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Tukey).
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Oleo essencial Myrtaceae (OE 1)

O tratamento com o dleo essencial extraido das folhas de uma planta nativa
da familia Myrtaceae (OE1) induziu um efeito significativo de diminuicdo da
viabilidade das células tumorais testadas entre 49% e 81% (Figura 2). A
concentracdo que apresentou um efeito inibitério maior em relagdo ao controle foi
0,5 pg/mL. Além disso, o veiculo utilizado ndo induziu uma diminuicéo significativa
na viabilidade das células testadas em concentragbes menores que 1,5 ug/mL
(Figura 2). A partir destes resultados foi possivel encontrar um IC50 de 2,1 ug/mL

para o OE1 nas células SiHa.
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Figura 2 - Efeito de diferentes concentragdes de OE1 sobre a viabilidade da linhagem SiHa
24h. Os dados mostram a média e o desvio padrdo de trés experimentos independentes,

realizados em triplicatas. * P<0,05 (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Tukey).
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Oleo essencial Asteraceae (OE2)

O tratamento com odleo essencial extraido das flores de uma espécie vegetal
nativa da familia Asteraceae (OE2) também foi capaz de inibir de forma significativa
a viabilidade das células tumorais (30% até 94%) (Figura 3). Como podemos
observar ainda na Figura 3, o efeito mais proeminente na inibicao da viabilidade das
células tumorais em relagdo do controle se deu na concentracdo 0,5 pg/mL. O
calculo do IC50 para OE2 nas células SiHa em 24 horas de tratamento revelou um
valor de 0,072 yg/mL. Em adigéo, n6s também testamos o IC50 de OE2 nas células
nao tumorais HaCaT durante 24, 48 e 72 horas. Este ensaio revelou que o
tratamento com IC50 das células tumorais alterou a viabilidade das células nao
tumorais em 42% em 24 horas de tratamento, 19% em 48 horas e 21% em 72 horas
de tratamento, demonstrando um efeito distinto de OE2 para células tumorais e nio
tumorais. Além disto, o veiculo utilizado nao apresentou efeito inibitério na
viabilidade das células de HaCat, viabilizando a metodologia e portanto, os

resultados com os dleos essenciais testados (Figura 4).
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Figura 3 - Efeito de OE2 em diferentes concentragbes sobre a viabilidade da linhagem SiHa
durante 24h de tratamento. Os dados mostram a média e o desvio padrao de trés
experimentos independentes, realizados em triplicata * P<0,05 (ANOVA de uma via seguido

pelo teste de Tukey).
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Figura 4 - Efeito de OE2 na concentracdo IC50 (0,072 pg/mL) sobre a viabilidade da
linhagem HaCaT durante 24, 48 e 72 horas de tratamento. Os dados mostram a média e o
desvio padrdao de trés experimentos independentes, realizados em ftriplicata * P<0,05

(ANOVA de uma via seguido pelo teste de Tukey).
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DISCUSSAO E CONCLUSAO
A historia dos medicamentos esta intimamente relacionada aos produtos

naturais, sendo que mais de 60% dos medicamentos antitumorais disponiveis na
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clinica apresentam origem relacionada a alguma fonte natural (NEWMAN e CRAGG,
2016). Apesar da introdugédo de novos farmacos no arsenal terapéutico do cancer,
muitos tumores ainda nao dispdem de tratamento eficiente. Por outro lado, fontes
naturais ainda estdo disponiveis em abundancia e oferecem substancias de
interesse terapéutico. Por estes motivos, nosso grupo de pesquisa tem focado
esforcos na obtengdo, estudo e triagem de produtos de origem vegetal com
atividades antitumorais promissoras.

Os resultados demonstrados neste artigo indicam um potencial efeito
antineoplasico dos trés tratamentos testados, ja que as diferentes concentragdes
dos mesmos foram capazes de inibir de forma significava a viabilidade das células
tumorais utilizadas. Foi observado um efeito significativo de inibicdo da viabilidade
celular com o IC50 do OE1 e OE2, respectivamente, nas concentragcbes de 2,1
pg/mL e 0,072 ug/mL com reducado de células viaveis entre 40% e 88% para o OE1
e de 42% até 88% para o OE2. Estas concentragcbes sdo consideradas baixas
quando comparadas ao valor encontrado para o farmaco padrao cisplatina, que por
sua vez, € de 24.10 yg/mL (NG et al., 2011). Neste sentido, € importante destacar
que os valores de IC50 para drogas com atividade antitumoral situam-se entre 6 uM
e 16 uM (RABELO et al., 2002). Estes dados, enfatizam o potencial terapéutico dos
tratamentos aqui descritos, ja que drogas efetivas em concentragdes baixas estédo
relacionadas com a indugcédo de menos efeitos adversos.

Foi observado também, que em concentragdes mais baixas, o tratamento com
OE1 foi capaz de induzir uma maior inibicdo na viabilidade das células tumorais.
Entretanto, nessas concentracbes, o veiculo utilizado também exerceu efeitos
significativos na mesma, o que nos leva a focar em concentragdes menores deste
tratamento, ja que sao mais efetivas e sem influéncia do veiculo. Muitas vezes
concentracdes maiores ou um maior tempo de exposicao ao tratamento nao refletem
em efeitos mais pronunciados em parametros celulares analisados in vitro. Efeitos
classicos como o padrao de dose dependéncia podem nao ocorrer, refletindo a
indugéo de diferentes mecanismos referentes a sinalizagdo celular e/ou de uma
absorcdo menos eficiente, muitas vezes observada em estudos com Oleos
essenciais. Em relacdo ao tempo de exposicao ao tratamento, o mecanismo de
tolerancia ou resisténcia a drogas, pode justificar o menor efeito de OE2 em 48

horas de tratamento em relagédo a exposi¢cao de 24 horas. Ja foi demonstrado que os
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tumores podem apresentar heterogeneidade molecular, o que lhes confere diferente
sensibilidade e vias de resposta aos tratamentos. A resisténcia pode ocorrer por
alteragdes nas células induzidas pelo tratamento (resisténcia extrinseca), ou pela
selecao de subpopulagdes celulares com maiores limiares aos danos induzidos pelo
tratamento (resisténcia intrinseca) (SANDERS et al., 2012).

O investimento na busca de novos farmacos antineoplasicos é de grande
relevancia, ja que os tratamentos convencionais atualmente disponiveis, afetam de
forma indiscriminada as células normais, provocando efeitos adversos, o que pode
ser observado, por exemplo na terapia com as antraciclinas provocando efeitos
como estomatite, nauseas, alopecia entre outros (HORTOBAGY!I, 1997). No caso do
cancer cervical, a intervengao cirurgica, além de invasiva, nao exclui a possibilidade
de recorréncia do tumor (SOUTTER et al., 2006). A capacidade terapéutica da
radioterapia no caso de cancer de colo do utero localmente avangado é limitada pelo
tamanho do tumor, uma vez que as doses necessarias para tratar grandes tumores
excedem o limite de toxicidade em tecido normal (FLETCHER, 1973). Em relacao a
quimioradioterapia convencional, também foi demonstrado um progndstico limitado,
com taxas de sobrevivéncia de 5 anos em aproximadamente 60% dos casos
(MORRIS et al., 1999; EIFEL et al., 2004). Além disso, a natureza nao seletiva da
quimioterapia e da radioterapia leva a efeitos secundarios graves em células
normais com um elevado indice de proliferagdo. A cisplatina € um potente agente
quimioterapico amplamente utilizado no tratamento do cancer, entretanto, é
frequentemente associada a nefrotoxicidade e ototoxicidade, entre outros efeitos
adversos (JONES e CHESNEY, 1995; HYPPOLITO et al., 2005). Estes efeitos
limitam assim a dose eficaz de farmaco anticancerigeno que pode ser administrada
e os efeitos adversos induzidos tém um impacto significativo na qualidade de vida
dos pacientes (EIFEL et al., 2004). Estes dados justificam o interesse crescente no
desenvolvimento de novos produtos farmacéuticos e estratégias alternativas contra
o cancer. Em nosso estudo, nos verificamos que um dos tratamentos (OE2) que
induziu um efeito de grande proporcao na viabilidade das células tumorais, nao foi
capaz de induzir o mesmo efeito nas células n&o tumorais (Figura 4) durante 24
horas de tratamento, demonstrando um efeito distinto em células tumorais e nao
tumorais. O efeito aqui descrito se manteve quando as células n&o tumorais foram

submetidas a este tratamento também nos tempos de 48 e 72 horas.
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Além disso, para a pesquisa envolvendo produtos naturais, a parte utilizada
da planta, bem como a forma no qual as solugcdes sdo preparadas, sao fatores
diferenciais para a extragdo das moléculas de interesse. Sabe-se que entre as
pesquisas envolvendo extratos e Oleos essenciais de plantas, se destacam a
presenca de compostos polifendlicos, fendlicos e terpénicos, como responsaveis
potenciais por diferentes efeitos biolégicos (BAKKALLI et al., 2008; VICTORIA,
2013). Desta forma, em nosso laboratério, temos estudado as propriedades
bioldgicas de diferentes plantas nativas em suas diferentes apresentagdes. Estudos
dos aspectos fitoquimicos e farmacolégicos de espécies de plantas nativas
demonstram a presenca de moléculas, como esterdis e triterpenos, conhecidos por
seus efeitos antioxidantes, antinflamatoérios, analgésicos e antimicrobianos
(PARENTE et al, 2002). Um resultado normalmente requerido em estudos
envolvendo espécies vegetais, € a identificacdo quimica e isolamento dos
compostos majoritarios presentes nos tratamentos testados, visando a analise da
contribuicdo isolada de cada composto para indugdo dos efeitos observados.
Entretanto, no presente estudo, ndo podemos descartar a possibilidade de uma acao
sinérgica das moléculas constituintes de tais espécies vegetais para a contribuicdo
dos efeitos aqui demonstrados.

Os estudos de viabilidade celular em culturas celulares utilizando diferentes
concentracbes de uma droga em teste e a obtengdo do IC50, como demonstrado
neste estudo, sdo de grande relevancia para a triagem das drogas com real
potencial terapéutico. Entretanto, dada a confirmacéo de efeitos inibitérios sobre a
viabilidade de células tumorais, € importante assegurar a continuidade de testes que
analisem o potencial antineoplasicos das drogas testadas através de outras
metodologias. Um dos parametros importantes e que também realizados em nosso
laboratério, € a investigagdo dos mecanismos de morte celular induzido por um
determinado tratamento, caso seja observado um efeito de citotoxicidade. Alteragdes
na coordenacgao dos diferentes tipos de morte celular (apoptose, autofagia, necrose,
mitose catastrofica e senescéncia) estdo intimamente relacionadas a formagao de
tumores, assim como, aos efeitos adversos induzidos por diferentes drogas
citotéxicas. A demonstragcdo de que a apoptose € um modo inato de defesa
antineoplasica e que varios agentes quimioterapicos agem através da inducao desse

tipo de morte celular, tornou a investigacdo dos mecanismos de morte celular uma
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pratica importante na busca por novos tratamentos antitumorais quando estes
demonstram efeitos promissores nos estudos de triagem de viabilidade celular
(GRIVICICH et al., 2007).

Em conclusdo, os resultados descritos através deste artigo s&do promissores
como passos iniciais na busca por novas alternativas terapéuticas para o cancer do
colo do utero. Entretanto, s&o necessarios estudos adicionais para determinar quais
as moléculas estdo de fato contribuindo para os efeitos observados, assim como a
investigacdo de outros parametros biologicos relevantes para a manutengao e
expansdo de células tumorais, tais como processos de migracédo, adesao celular,
capacidade de formagcdo de coldnias, entre outros processos ja padronizados por
nosso grupo de pesquisa. De qualquer forma, os resultados aqui demonstrados sao
exemplos que evidenciam a relevancia de investimentos em pesquisas abrangendo
diferentes preparagées com ativos vegetais para o desenvolvimento de novas

alternativas terapéuticas para o cancer.
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