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RESUMO

De acordo com a medicina popular, a Urera baccifera € uma planta com uma vasta
propriedade medicinal. A extragao de compostos para a producéo de fitoterapicos &
de suma importancia e, as novas tecnologias na area de extragdao tém auxiliado na
obtencdo de compostos desejados e com propriedades adequadas para o auxilio no
tratamento de certas enfermidades. Um método para analise e desenvolvimento de
novos medicamentos é através da avaliacdo da citotoxicidade destes in vitro, com
linhagens celulares normais e tumorais. Assim, o objetivo do presente estudo foi
produzir um extrato aquoso de Urera baccifera (L.) Gaudich. ex Wedd. e avaliar sua
citotoxicidade frente células tumorais de figado humano (HUH7.5), figado de Rattus
norvegicus (HTC) e normal de rim de Macaca mullata (LLC-MK2), pelo teste do MTT.
A extragcdo aquosa da U. baccifera foi realizada através de extragdo soélido-liquido via
Soxhlet, com os solventes etanol, hexano e agua por 8 horas, e por maceragao com
agitagao constante com o solvente agua em temperatura ambiente durante 30 minutos
O extrato aquoso produzido por maceragao apresentou uma ECsp média igual a
149,18 gextrato/goPPH para atividade antioxidante. Quando testado em linhagens
tumorais, apresentou efeito citotoxico para as células tumorais HUH7.5 em 24 horas
na concentracao de 1000 ug/mL e, em 72 horas nas concentragdes de 300, 400 e 500
pg/mL. Para as células HTC mostrou efeito citotoxico nas concentragbes 200, 400,
500 e 1000 pg/mL no tempo de 48 e 72 horas. Para as células normais LLC-MK2 a
citotoxicidade ocorreu apenas no tempo de 48 horas para as concentracées de 400,
500 e 1000 pg/mL. Assim, o extrato apresentou efeito promissor, pois além de ter
atividade antioxidante, manteve o efeito citotéxico com o passar do tempo de
tratamento apenas para as linhagens tumorais.

Palavras-chave: U. baccifera; citotoxicidade; MTT; extragdo aquosa.



ABSTRACT

According to popular medicine, Urera baccifera is a plant with a vast medicinal
property. The extraction of compounds to produce phytotherapeutics is of utmost
importance, and new technologies in extraction have helped in obtaining desired
compounds with properties suitable to help in the treatment of certain diseases. One
method for the analysis and development of new drugs is through the evaluation of
their cytotoxicity in vitro, with normal and tumor cell lines. Thus, the objective of this
study was to produce an aqueous extract of Urera baccifera (L.) Gaudich. ex Wedd.
and to evaluate its cytotoxicity against human liver (HUH7.5), Rattus norvegicus liver
(HTC) and normal Macaca mullata kidney (LLC-MK2) tumor cells, by the MTT test.
The aqueous extraction of U. baccifera was performed by solid-liquid extraction via
Soxhlet, with the solvents ethanol, hexane and water for 8 hours, and by maceration
with constant stirring with the solvent water at room temperature for 30 minutes. The
aqueous extract produced by maceration showed an average ECso equal to 149.18
gextract/gpPPH fOr antioxidant activity. When tested on tumor cell lines, it showed cytotoxic
effect for HUH7.5 tumor cells in 24 hours at a concentration of 1000 ug/mL, and in 72
hours at concentrations of 300, 400 and 500 pg/mL. For HTC cells it showed cytotoxic
effect at concentrations 200, 400, 500 and 1000 pg/mL at 48 and 72 hours. For normal
LLC-MK2 cells the cytotoxicity occurred only at 48 hours time for the concentrations of
400, 500 and 1000 ug/mL. Thus, the extract showed a promising effect, because
besides having antioxidant activity, it maintained the cytotoxic effect over the treatment
time only for the tumor cell lines.

Keywords: U. baccifera; cytotoxicity; MTT; aqueous extraction.
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1 INTRODUGAO

O uso de diversas plantas para fins medicinais pode complementar o
tratamento de enfermidades e proporcionar varios beneficios para a saude. O avancgo
da ciéncia e das tecnologias na area da saude permitiu que o potencial terapéutico
das plantas medicinais fosse reconhecido no Brasil e afora (PEDROSO; ANDRADE;
PIRES, 2021). A Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, estabelecida
em 2006 no Brasil, juntamente com o Programa Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos de 2008, visam proporcionar a populagao brasileira acesso seguro e uso
consciente de plantas medicinais e fitoterapicos (BRASIL, 2023). Além disso, essas
iniciativas buscam promover a sustentabilidade e mostram a grande biodiversidade, o
crescimento da cadeia produtiva e o fortalecimento da industria nacional (SOUZA,
GASPAROTI; PAULA, 2022).

A Urera baccifera L. Gaudich ex Wedd, uma planta da familia Urticaceae,
ainda nao esta incluida na lista de plantas medicinais da Relagdo Nacional de
Medicamentos Essenciais (RENAME) do Servico Unico de Saude (SUS) (BRASIL,
2022). E uma planta nativa do Brasil que é conhecida popularmente como urtigéo,
urtiga-braba, urtiga-bronca entre outros nomes. Ela pode ser encontrada em varios
paises da América Latina, desde o México até a Argentina, incluindo Peru e Bolivia.
De acordo com o conhecimento e a medicina popular, a planta possui propriedades
adstringentes, anti-inflamatoérias, antirreumaticas, antidiabéticas, entre outras
(GRINDI; SOUZA; ATHAYDE, 2013).

Na busca de desenvolvimento dos medicamentos fitoterapicos, é crucial
selecionar o método de extragdo adequado para o material vegetal. Com a demanda
crescente por compostos biologicamente ativos extraidos de plantas, ha um incentivo
continuo para encontrar métodos de extracao eficazes e sustentaveis. A extragéo por
Soxhlet é altamente eficiente, mas apresenta algumas desvantagens. Por exemplo,
consome muita energia e leva muito tempo para ser concluida. Além disso, ndo €
adequada para materiais com compostos termossensiveis devido ao aquecimento
continuo do extrato no reservatorio de solvente (SOUZA; GASPAROTI; PAULA,
2022).

Ha um crescente interesse em pesquisar extratos vegetais que apresentam

efeitos citotdxicos contra células tumorais, além de n&o apresentarem esse efeito em
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células saudaveis e normais (RODRIGUES et al., 2017). Uma forma para identificagao
de agentes que possam reduzir o risco de desenvolvimento do cancer é realizando
estudos e testes in vitro, onde sao realizados experimentos com o uso de células
tumorais (OLIVEIRA et al., 2016).

Estudos sobre o fitoterapico U. baccifera sdao escassos. Assim, o presente
estudo objetivou produzir extrato aquoso da planta U. baccifera e avaliar a sua

citotoxicidade in vitro em diferentes linhagens celulares, normais e tumorais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Produzir extrato aquoso de Urera baccifera (L.) Gaudich. ex Wedd.e avaliar

sua citotoxicidade in vitro

2.2 Objetivos especificos

e Obter extrato aquoso da planta U. bacifera por maceragdo em
temperatura ambiente e via Soxhlet;

e Caracterizar o extrato obtido;

e Avaliar a citotoxicidade in vitro do extrato aquoso da U. baccifera em
células tumorais e normais in vitro;

e Comparar os efeitos citotoxicos do extrato para células normais e

tumorais.
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3 FUNDAMENTAGAO TEORICA

3.1 Fitoterapicos e Plantas Medicinais

A planta medicinal € o vegetal que possui um principio ativo para o combate,
prevencao ou alivio temporario de uma enfermidade. Geralmente o conhecimento
sobre como usar, qual parte e qual planta empregar vem da medicina popular, em que
na maioria das vezes se restringe ao uso de infusdes e emplastros. O fitoterapico é
um medicamento que possui a padronizagao do(s) composto(s) de interesse que a
planta medicinal possui, pois, passa pelo processo de industrializagéo para a criagao
do medicamento, evitando assim contaminagées e substancias indesejadas e,
permitindo a dosagem correta da substancia a ser ministrada no organismo (BRASIL,
2023).

Existe uma crescente busca por medicamentos fitoterapicos, tanto nas
unidades de saude do Servico Unico de Saude (SUS) quanto em navegacéo pela
internet. No ano de 2006 foi feita a implantacdo de uma das primeiras politicas
nacionais voltada para fitoterapicos, a Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos, onde 10 anos apds a implantagao foi realizado um levantamento e
descoberto que cerca de 12 mil pessoas por ano sédo beneficiadas com medicamentos
fitoterapicos industrializados, manipulados ou com plantas medicinais frescas
(BRASIL, 2023).

O SUS disponibiliza uma lista de medicamentos considerados essenciais para
o tratamento de diversas doengas e enfermidades, conhecida como RENAME. Desde
2014, o RENAME continua com as mesmas 12 plantas medicinais e fitoterapicos em
suas paginas (MACEDO, 2016). Alem da RENAME, o SUS possui a RENISUS, ou
Relagcdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Saude,
onde foi estabelecida em 2009 e inclui 71 espécies vegetais. Seu objetivo é orientar
pesquisas e estudos sobre essas espécies (MINISTERIO DA SAUDE, 2023).

3.1.1 Urera baccifera (L.) Gaudich. ex Wedd.

A Urera baccifera L. Gaudich. ex Wedd. é uma planta com grande uso na
medicina popular e esta presente na lista de plantas mais utilizadas pela populacao

do estado do Rio Grande do Sul. Também esta incluida na lista de Plantas Medicinais
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de Interesse do Sistema Unico de Saude do Rio Grande do Sul (REPLAME/RS) para
incentivar mais pesquisas sobre seus compostos e efeitos farmacoldgicos (RIO
GRANDE DO SUL, 2017).

A U. baccifera € uma planta da familia Urticaceae e do género Urera, que
possui 140 espécies. Popularmente conhecida como urtiga brava, urtiga bronca,
urtigdo, entre outros nomes, € amplamente utilizada para tratamentos adstringente,
anti-inflamatério, anti-reumatico, depurativo, diurético, antidiabético e varios outros
(SCHWIRKOWSKI, 2009).

De origem americana, o Urtigdo € encontrado do sul do México até o sul da
Argentina, passando pela Costa Rica, Bolivia, Brasil e outros paises da América
Central e do Sul. Arvoreta que pode alcangar 6 metros de altura (Figura 1), possui
espinhos urticantes em seus caules e nas nervuras principais das folhas mais antigas.
Suas folhas possuem pelos urticantes e as bordas dentadas com e peciolo longo
(GINDRI, 2016).

Figura 1 - Imagem da U. baccifera (L.) Gaudich. ex Wedd.

{

‘ W ‘*‘,: v N
Fonte: Autoria prépria (2023)

As analises fitoquimicas da U. baccifera mostraram uma alta concentragao de

substancias promissoras nas raizes e folhas da planta. Foram encontrados
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flavonoides, antioxidantes, polifendis e outras substancias com potencial para testes
antivirais, antifungicos, antibacterianos e antitumorais. Isso torna o urtigdo uma planta
promissora para o desenvolvimento de medicamentos importantes (BENVENUTTI et
al., 2019; GINDRI, 2016).

3.2 Extragao vegetal

Ha varios métodos para extrair compostos de interesse de matérias-primas
vegetais. Os métodos tradicionais usados na industria estdo sendo substituidos por
novas tecnologias mais sustentaveis e rentaveis (PIRES et al., 2018). Alguns desses
métodos, como a maceragao, extragcado com solventes ou percolagéo e infusdo, sao
considerados padroes para a producao de farmacos, pomadas, cremes e outros
produtos regulamentados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
(AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2011).

Um processo de extracdo que vem ganhando popularidade devido a sua
capacidade de extragdo e segurangca ambiental € a extragdo supercritica. Essa
tecnologia alternativa € usada para extrair antioxidantes e outros compostos
importantes nas industrias de cosméticos, farmacéutica e alimenticia. A extragao
supercritica esta relacionada a Quimica Verde, cujo conceito € evitar o uso ou geragao
de produtos quimicos nocivos ao meio ambiente e a humanidade. Com o aumento da
preocupagao ambiental nos ultimos anos, o uso de solventes verdes como agua,
etanol, além do desenvolvimento de novos materiais para uso em processos quimicos

tém sido incentivados pelos lideres mundiais (GOMES et al., 2018).

3.3 Cancer

Células normais ou saudaveis sdo aquelas que crescem e se multiplicam de
maneira ordenada para substituir células que ndo desempenham mais sua funcao. O
cancer € uma doenca que faz com que a reproducgao de células afetadas por agentes
cancerigenos seja desordenada e muito mais rapida do que a das células saudaveis
(SANTOS et al., 2023).

O cancer é um grande problema de saude publica em todo o mundo. Ele

ocorre com maior incidéncia em paises desenvolvidos e tem uma mortalidade anual
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de mais de seis milhdes de pessoas, representando 12% da mortalidade mundial. No
Brasil, dados recentes do Instituto Nacional de Cancer mostram que mais de 626 mil
brasileiros foram diagnosticados com cancer em 2020, sendo as mulheres as mais
afetadas com mais de 316 mil diagnosticos (SANTOS et al., 2023; SUNG et al., 2021).

A maioria dos atuais tratamentos para esta doenca causam uma lista tao
grande de efeitos colaterais que debilitam o paciente a tal ponto que dificulta a
capacidade das mesmas de realizar tarefas simples diarias, interferindo nas relagbes

sociais e econdmicas (FREIRE et al., 2018).

3.4 Citotoxicidade

A citotoxicidade é a capacidade de um material de causar alteragdes
metabdlicas nas células, geralmente levando a morte celular. O teste de citotoxicidade
€ usado como uma alternativa aos testes in vivo com animais, pois € ecologicamente
correto e existem varios modelos e métodos diferentes disponiveis, dentre eles os
ensaios in vitro (BCRJ, 2023).

Os testes in vitro sdao uma ferramenta importante para obter informacgdes
sobre a toxicidade de um produto. Esses testes utilizam cultura de células animais e
fornecem informacdes sobre como o produto pode afetar os seres humanos
(CAVALHEIRO et al., 2018).

A citotoxicidade € amplamente utilizada em pesquisas para o
desenvolvimento de medicamentos contra o cancer. Testes in vitro sao realizados
para medir o potencial de morte celular ou inibicao do crescimento de células tumorais
humanas. Isso ajuda na descoberta de novos materiais para preveng¢ao ou tratamento
de tumores (GOMES, 2013).
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4 METODOLOGIA

4.1 Obtencao e preparo das folhas de U. baccifera

A planta U. baccifera (L.) Gaudich. ex Wedd. foi obtida nos arredores da
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana (UTFPR) campus Francisco Beltrao (26°
05’ 05,37” S € 53° 05’ 27,64” O). A planta foi identificada no laboratério do Biologia da
UTFPR-FB. Apds, as folhas foram limpas, as nervuras principais removidas e
descartadas e as partes restantes das folhas foram cortadas e dispostas em um
processador doméstico (marca Walita), com laminas metalicas tipo faca (cutter) para

particular visando a diminui¢gdo de seu tamanho.

4.2 Preparo do extrato de U. baccifera

O extrato das folhas da U. baccifera foi produzido via Soxhlet e via maceragéao.
Para a extrac&o via Soxhlet seguiu-se a metodologia de Gomes e Nascimento (2019)
com modifica¢gdes. Em um cartucho de celulose foi adicionado 5 g de folhas cortadas
e deixadas em sistema de refluxo (Figura 2) com 250 mL de solvente (etanol, agua e
hexano) por 8 horas. Apds a extragao o solvente foi separado e recuperado através
de rotaevaporacgéo (etanol e hexano) e, no extrato aquoso, foi usado a liofilizagao para

extragdo da agua. Os estudos foram feitos em triplicata.

Figura 2 — Extragdo com agua da U.baccifera via Soxhlet

Fonte: Autoria propria (2023)
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Para a extragdo via maceragdo com agitagdo mecanica também foi utilizada
a agua como solvente com a proporgao de 10 g de folha para cada litro de solvente
(Solvent/Feed; S/IF = 100), mantendo o processo em temperatura ambiente. Foi
realizado o estudo de tempo de extragdo para a otimizagdo do processo extrativo
solido-liquido variando apenas o tempo e mantendo fixa as outras variaveis como
temperatura, solvente e S/F da extracdo. Assim, a cada dois minutos, pelo periodo
total de 3 horas, foi realizada a coleta de uma amostra e feita a leitura da absorbancia
no modo varredura onde nas absorbéncias de 266 nm e 268 nm obtiveram maiores
numeros de pontos, de forma a construir a curva de extragdo. Apds obtencao do
extrato, ele foi liofilizado e armazenado em temperatura de -8 °C para analises

posteriores.

4.3 Atividade antioxidante

A analise de inibicdo do 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) foi realizada
conforme a metodologia proposta por Rufino et al. (2007), para determinar a atividade
antioxidante total do extrato.

Para a analise, solugdes controle de metanol 50% (v/v), acetona 70% (v/v) e
DPPH (60 uM) foram preparadas. A curva de calibragao foi criada usando solugoes
variando de 10 yM a 50 uM da solugédo de DPPH de 60 uM juntamente com e a solugao
controle de metanol com acetona. Uma curva de 7 pontos foi avaliada por meio de um
espectrofotbmetro em um comprimento de onda de 515 nm.

Em ambiente sem iluminagcdo foram preparadas em triplicata a diluicdo do
extrato na concentracao de 11,2 g/L e adicionada uma aliquota de 0,1 mL de solugao
DPPH 60 uM. Apds isso, foi efetuada a medicdo via espectrofotdbmetro em um
comprimento de onda de 515 nm. Posteriormente, os céalculos para determinar o valor
da ECso, que corresponde a amostra necessaria para reduzir em 50% a concentracao
inicial do radical DPPH, foram realizados com a equacao da reta encontrada na curva
de calibracdo (RUFINO et al., 2007).

A porcentagem de protegao foi calculada acordo com a Equacgao 1.

~ Abs —Abs
% Protegao — [( Controle Amostra) * 100 (1 )
Abscontrole
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4.4 Testes de Citotoxicidade in vitro

As células epiteliais de rim de Macaca mullata (LLC-MK2), de tumor de figado
humano (HUH7.5) (gentiimente cedidas pelo Prof. Dr. Wander Pavanelli da
Universidade Estadual de Londrina) e células tumorais hepaticas de Rattus norvegicus
(HTC) (adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro) foram cultivadas em frascos
de cultura de 25 cm? contendo 10 mL de meio de cultura DMEM suplementado com
10% de soro bovino fetal (Invitrogen — Carlsbad, CA, EUA) e incubadas em estufa
incubadora CO2 (5%) a 37 °C com 95% de umidade.

Para realizar o teste da atividade citotoxica foi utilizado o ensaio Brometo de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT), de acordo com o protocolo
sugerido por Mosmann (1983), com modificagdes de Vendruscolo et al. (2022) e
Santos et al. (2023).

Utilizadas placas de cultivo de 96 pogos onde, em cada pogo, foram semeadas
10°, 10% e 2x10* células de LLC-MK2, HUH7.5 e HTC, respectivamente, com excegao
do pogo de controle sem célula (branco). Apos 24 horas, o meio de cultura de cada
poco foi descartado e adicionado 100 pL de meio completo para os grupos: controle
negativo (CO-) (meio de cultura), controle positivo (CO+) com o agente citotdxico
metanossulfonato de metila (MMS 500 pM) e os tratamentos com diferentes
concentracdes do extrato. As concentracdes foram definidas apds testes piloto em 5,
10, 50, 100, 200, 300, 400, 500 e 1000 pg/mL (Figura 3). O extrato produzido foi
liofilizado antes do preparado das solugdes tratamento para o teste de citotoxicidade.

As células, apos ficarem incubadas por 24, 48 e 72 horas, tiveram o meio de
cultura substituido por 100 uL de meio de cultura ndo suplementado, acrescido de
MTT (0,167 mg/mL). A placa foi incubada novamente por mais 4 horas, e na
sequéncia, descartado o meio contendo MTT (Figura 4) e aos pogos adicionados 100
pL de dimetilsulfoxido (DMSO) para solubilizagao dos cristais de formazan. A leitura
das absorbancias foi realizada em uma leitora de microplaca (Thermo Plate) a 560

nm.



Figura 3 - Placa de 96 pogos contendo células HUH7.5 e o tratamento com diferentes
concentragéesdo extrato de U. baccife

(]

Fonte: Autoria propria (2023)
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Os dados das absorbancias médias foram verificados por analise de
normalidade e variancia, pelo programa Action Stat. Apés isso, foi realizado o teste de
comparagao de médias de Dunnet de (a = 0,05; n = 8).

Os valores de viabilidade celular (VC) foram estimados pela razdo entre a
absorbancia (Abs.) no tratamento e a absorbéncia do controle negativo (CO-) em

porcentagem (Equacgao 2).

Abs.Tratamento

ve (%) = Abs.CO—-

%100 (2)
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Obtencao do Extrato

A extracao via Soxhlet foi realizada com os solventes etanol, agua e hexano
(Figura 5). Comparando os dados obtidos neste trabalho com aquele do estudo de
Benvenutti et al. (2019), o extrato etandlico obtido ndo demonstrou atividades
citotoxicas superiores do extrato com diclorometano. Entretanto, foi possivel, notar a
presenca de clorofila no extrato, ja que o mesmo quando exposto em luz ultravioleta

(UV) tem uma luminescéncia de cor avermelhada (Figura 6).

Figura 5 — Extragao via Soxhlet das folhas da U. baccifera com solventes etanol (A), agua (B) e
_hexano (C)

Fonte: Autoria prépria (2023)

Quando rotaevaporado, o extrato obtido a partir de hexano nao obteve um
rendimento suficiente da massa de partida, para realizar qualquer analise. Ja o extrato
aquoso mostrou a presenga de compostos luminescentes (Figura 7). De acordo com
Science in School (2023), uma gama de compostos podem emitir luminescéncia, onde
ocorre a absor¢ao de energia fazendo a molécula quimica ficar em um estado de
excitagdo e quando essa energia € liberada novamente, em formato de fétons de luz,
a molécula acaba sendo levada novamente em seu estado fundamental. Compostos
ciclicos, duplas ligagbes, grupos funcionais e a composi¢ao estrutural eletronica da
molécula sédo alguns fatores que influenciam no fendbmeno da luminescéncia (Science
in School, 2023).
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A eficiéncia da extragao via Soxhlet € geralmente alta, porém, ocorrem perdas
de compostos termossensiveis, por causa da alta temperatura de extragdo empregada
(temperatura de ebulicdo). Devido aos outros extratos ndo apresentarem condigoes
de dar prosseguimento ao trabalho foi escolhido o extrato aquoso para a comparagao

com outra técnica de extragao.

Figura 6- Extrato etandlico das folhas de U. baccifera a esquerda e extrato etandlico das folhas
de U. baccifera exposto a luz UV a direita

Fonte: Autoria prépria (2023)

Figura 7 — Extrato aquoso seco via soxhlet exposto a luz UV

Fonte: Autoria prépria (2023)



26

No extrato aquoso obtido por extragdo via maceragéo com agitagao mecanica,
também foi notada a presenca do composto luminescente, como visto na
Figura 8. A maceragcdo ocorreu em temperatura ambiente e ndo acarreta

perdas de compostos termossensiveis como na extracao via Soxhlet.

Figura 8 — Extrato aquoso via agitagdo mecanica exposto a luz UV

Fonte: Autoria prépria (2023)

Para a extragdo via maceragao com agitacdo mecanica (Figura 9), a curva de
extracio obtida para a otimizagao do tempo de extragao, avaliada nos comprimentos
de onda de 266 nm e 268 nm, encontram-se no Grafico 1. A curva foi realizada para
a determinacdo do tempo de extracdo onde nao haveria mais gradiente de

concentragao entre o solvente (agua) e a folha do urtigdo.

gitagao mecanica

Figura 9 — Extracdo por macerragdo com a

Fonte: Autoria prépria (2023)
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Grafico 1 — Curva de extragdao aquosa da U. baccifera
2
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Fonte: Autoria prépria (2023)

A extracao solido-liquido pode ser representada tipicamente como uma curva
logaritmica quando plotada, onde num primeiro momento tem-se uma taxa constante
de extracao, seguido pela taxa decrescente de extragao e por fim uma extracdo que
€ controlada pela difusdo. O primeiro momento é onde ocorre uma extragao rapida,
tendo em vista a abundancia de soluto na superficie. Quando o soluto, que se encontra
em facil acesso para o solvente, ja ndo é abundante tem-se o segundo momento em
que comeca a decrescer a extracdo. O terceiro momento, quando a extragdo é
controlada pela difusao, ndo se tem mais soluto de facil acesso para o solvente extrair
e, o gradiente de concentragdo entre sélido-liquido comega a se aproximar de zero,
revelando assim uma regido sem extracao significativa, ou seja, uma reta constante
(ORTIZ, 2015).

No presente estudo, nos primeiros 60 minutos (Grafico 1) pode-se notar as
trés reqgides citadas, onde do tempo zero até 10 minutos tem-se a taxa constante de
extragao, ja do minuto 12 ao 30 tem-se a taxa decrescente de extragao e apds 32
minutos nao se nota uma variacao significativa, sendo assim onde nao existe mais
gradiente de concentracdo. Desta forma, foi optado pela utilizagdo do tempo de 30

minutos de extracio para a obtengao do extrato final.
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5.2 Atividade antioxidante do extrato

ApoOs a construgédo da curva de calibragao para analise do DPPH (Grafico 2)
foi possivel obter o valor de ECso do extrato aquoso da U. baccifera, valor que indica
a quantidade necessaria de extrato para inibir 50% do radical livre DPPH. Desta forma,
esta analise fornece um valor inversamente proporcional a quantidade de antioxidante
presente na amostra, ou seja, quanto menor o valor de ECso maior a quantidade de

antioxidante presente na amostra (RUFINO et al., 2007).

Grafico 2 — Curva de calibragao para analise de DPPH
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Fonte: Autoria prépria (2023)

A atividade antioxidante total do extrato aquoso de U. baccifera apresentou
um ECso médio igual a 149,18 gextrato/goppH com desvio padréao de 14,47 gextrato/gDPPH.
Quando comparado com o trabalho de Santos (2018) que fez a analise de antioxidante
de farinha do fruto Psidium cattleyanum, a quantidade de antioxidantes presente nas
folhas da U. baccifera é baixa, ja que o valor de ECso médio encontrado pelo autor foi
proximo de zero. Em contrapartida, levando em consideracédo o trabalho de Vanin
(2015), que utilizou o fruto Psidium cattleyanum in natura e obteve ECso na casa do
milhar, observa-se que o extrato aquoso possui um valor significativo de antioxidantes.
Acredita-se que devido ao solvente utilizado, fator que possui uma influéncia alta para
a extragcdo dos antioxidantes, influenciou no resultado da analise. Geralmente
solventes organicos e com diferenca de polaridades tém maior poder de solvatagao
de compostos antioxidantes. Tal fator influencia a ECso, como mostra o trabalho de Yu

et al. (2021), em que a extragdo dos antioxidantes das folhas de oliveira teve uma
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variagdo de 20,13 a 190,95 yg/mL, dependendo apenas da mudanga do solvente

utilizado na extragao.

5.3 Testes de Citotoxicidade in vitro com células tumorais e normais

Os dados dos Graficos 4, 5 e 6 apresentam os valores médios das
absorbancias e seus respectivos desvios padrao dos tratamentos das linhagens
celulares LLC-MK2, HUH7.5 e HTC, respectivamente, com as diferentes
concentracdes do extrato de U. baccifera.

Para a linhagem LLC-MK2 (Grafico 3) pode-se observar que no tempo de 48
horas a concentragao de 5 pg/mL apresentou resultado estatisticamente diferente do
controle negativo, indicando uma proliferacdo celular desta linhagem celular normal.
Entretanto, as concentragdes de 400, 500 e 1000 ug/mL apresentaram valores de
absorbancias estatisticamente menores que do controle negativo, apontando efeito
citotoxico. Vale destacar que as demais concentragdes e tempos de avaliagdo nao
apresentaram efeito citotoxico para esta linhagem celular. Tais dados corroboram com
os dados da Tabela 1 que mostram as viabilidades celulares das células LLC-MK2 e,
somente as concentragdes de 400, 500 e 1000 pg/mL do tempo de tratamento de 48

horas apresentaram viabilidades celulares menores que 68%.

Gréfico 3 - Absorbancia média e desvio-padrao de células normais LLC-MK2 tratadas por 24,
48 e 72 horas com as concentragoes (ug/mL) do extrato aquoso de U. baccifera
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*Resultado estatisticamente diferente do controle negativo (Teste de Dunnet, p<0,05).
Fonte: Autoria prépria (2023)
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Tabela 1 - Percentual de viabilidade celular (VC) das células normais LLC-MK2 tratadas as
concentragées (Jg/mL) do extrato aquoso de U. baccifera

LLC-MK2

Grupos VC [%]

24h | 48h | 72h
CO- 100,00 100,00 100,00
co+ 765 10,83 27,79
5 105,35 136,59 93,65
10 97,33 111,98 83,59
50 106,62 108,88 102,47
100 118,44 117,37 89,68
200 104,66 94,56 90,72
300 95,71 83,73 77,72
z400 108,44 64,65 70,38
500 99,40 57,51 97,14
1000 98,42 67,05 99,64

CO-: Controle Negativo; CO+: Controle Positivo.
Fonte: Autoria prépria (2023)

Para a linhagem tumoral hepatica humana (HUH7.5) (Grafico 4) os resultados
mostram que as concentragdes de 300, 400 e 500 ug/mL no tempo de 24 horas e de
5 e 1000 yg/mL no tempo de 72 horas foram citotoxicas para esta linhagem celular.
Inclusive, as viabilidades celulares atingiram 61,12% (500 pug/mL) no tempo de 24
horas e 68,72% (5 ug/mL) no tempo de 72 horas (Tabela 2).
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Grafico 4 - Absorbancia média e desvio-padrao de células tumorais hepaticas humanas
HUH7.5 tratadas por 24, 48 e 72 horas com as concentragdes (ng/mL) do extrato aquoso de U.
baccifera
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Fonte: Autoria propria (2023)

Tabela 2 - Percentual de viabilidade celular (VC) de células tumorais HUH7.5 tratadas as
concentragoées (ug/mL) do extrato aquoso de U. baccifera

HUH7.5

Grupos VC [%]

24h | 48h | 72h
co 100,00 100,00 100,00
Co+ 1298 0,00 1,07
5 91,96 115,68 68,72
10 91,98 117,19 95,37
50 102,01 122,19 101,77
100 95,73 114,35 112,59
200 91,11 119,45 90,30
300 78,80 119,48 115,14
400 74,23 115,77 97,50
500 61,12 85,21 92,81
1000 89,44 9496 76,20

CO-: Controle Negativo; CO+: Controle Positivo.
Fonte: Autoria prépria (2023)
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Para a linhagem tumoral hepatica de R. norvegicus (HTC) (Grafico 5) os
resultados estatisticamente diferentes do controle negativo, que mostram a atividade
citotdxica do extrato de U. baccifera, foram para as concentragdes de 200, 400, 500 e
1000 pg/mL nos tempos de 48 e 72 horas. Ja as viabilidades celulares atingiram
57,53% e 29,97% para a concentragdo de 1000 ug/mL nos tempos de 48 e 72 horas,
respectivamente (Tabela 3). No tempo de 72 horas, a partir da concentragdo de 300
Mg/mL é possivel verificar um efeito dependente da dose, em que, quanto maior a
dose menor a viabilidade celular. E, para as concentragdes de 500 e 1000 pg/mL é
possivel verificar efeito do tempo de exposi¢cdo, em que, quanto maior o tempo de

avaliagdo menor a viabilidade celular.

Grafico 5 - Absorbancia média e desvio-padrao de células tumorais HTC tratadas por 24, 48 e
72 horas com as concentracdes (ug/mL) do extrato aquoso de U. baccifera
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Fonte: Autoria prépria (2023)

Os resultados mostram que, apesar de o extrato ter sido citotoxico para as
células normais no tempo de 48 horas, as células conseguiriam se recuperar e voltar
ao seu crescimento e atividade metabdlica com o tempo, pois em 72 horas nenhuma
concentracao foi citotdxica. Entretanto, para as linhagens tumorais com o passar do

tempo (24 para 72 horas) o efeito citotdxico foi mais evidente, mostrando que o
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crescimento das células tumorais € mais afetado pela exposi¢cdo ao extrato de U.

baccifera.

Tabela 3 - Percentual de viabilidade celular (VC) de células tumorais HTC tratadas com as
concentragoées (ug/mL) do extrato aquoso de U. baccifera

HTC
Grupos VC [%]
24h | 48h | 72h
CcO- 100,00 100,00 100,00
CO+ 0,00 2,59 0,00
5 85,561 79,00 88,76
10 95,39 93,38 94,20
50 97,40 99,75 102,47
100 99,70 99,13 86,64
200 93,97 64,86 73,59
300 94,35 74,09 86,47
400 93,91 68,04 69,88
500 89,44 72,09 69,70
1000 98,44 57,53 29,97
CO-: Controle Negativo; CO+: Controle Positivo.

Fonte: Autoria propria (2023)

Este efeito pode ser devido a presenca de antioxidante no extrato, como
indicado anteriormente. Os metabolitos secundarios extraidos de plantas podem ser
divididos em trés grandes grupos, sendo eles os fendlicos, compostos nitrogenados e
terpendides (TAIZ et al., 2017). Uma grande aplicagao destes metabolitos secundarios
esta na utilizagao dos antioxidantes como compostos anticancer (FRANCO et al.,
2021, LIMA, 2013). Os antioxidantes tém a capacidade de neutralizar os radicais livres
produzidos pelo metabolismo celular ou por fontes externas. Eles impedem que esses
radicais livres ataquem os lipideos, os aminoacidos das proteinas, as duplas ligacbdes
dos acidos graxos poliinsaturados e as bases do DNA. Isso evita a formacgao de lesdes
e a perda da integridade celular (SILVA; BRITO, 2021).

O trabalho de Benvenutti et al. (2019) avaliou extratos de U. baccifera
produzidos com uma mistura hidroalcéolica e com diclorometano como solvente. Os

resultados mostraram que o extrato hidroalcoolico ndo apresentou atividade contra
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carcinoma de ovario (linhagem celular OVCAR-3), enquanto o extrato com
diclorometano apresentou atividade moderada contra esta linhagem celular, no tempo
de 48 horas (BENVENUTTI et al. 2019). Estes dados mostram que dependendo do
solvente utilizado a qualidade do extrato em termos biolégicos pode ser influenciada.

Desta forma, sugere-se a avaliagdo de outros extratos de U. baccifera, que
possam apresentar efeitos citotoxicos ainda mais evidentes para as células tumorais,

sem ou com pouco efeito para as células normais.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Foram obtidos extratos de Urera baccifera L. Gaudich ex Wedd via maceragao
com agua como solvente em temperatura ambiente e através do uso do sistema
Soxhlet utilizando os solventes etanol, agua e hexano. Os extratos obtidos com agua
apresentaram compostos luminescentes.

O extrato aquoso via maceragdo no tempo em que o gradiente de
concentracao foi praticamente zero (30 minutos), apresentou atividade antioxidante
de 149,18+14,47 Qextrato/gDPPH

Apesar de ndo possuir uma elevada concentragédo de antioxidantes no extrato
aquoso o teste de citotoxicidade revelou que o extrato, em concentragdes acima de
400 ug/mL foi citotoxico para as linhagens tumorais hepaticas utilizadas no presente
estudo (HUH7.5 e HTC), nos tempos de 24 (HUH7.5), 48 (HTC) e 72 horas (HUH.7.5
e HTC). Sendo mais evidente seu efeito para as células HTC, atingindo viabilidade
celular de 29,97%. Para a linhagem celular normal (LLC-MK2) foi notado
concentragdes citotoxicas, contudo tal efeito ndo se manteve com o passar do tempo.

Sugere-se a avaliagdo de outros extratos de U. baccifera, que possam
apresentar efeitos citotoxicos ainda mais evidentes para as células tumorais, sem ou

com pouco efeito para as células normais.
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