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individuais com fita métrica, dos 10 componentes de cada
amostra considerada nas areas demarcadas, durante os quatro
meses de observacdo. No momento do transplante, em cada
areaforam denotados grupos A1G1, umaamostra composta de
10 mudas que apresentavam alturainicia entre45-47 cm, e A1G2,
umaamostracom 10 mudas que apresentavam dturainicial entre
47-49 cm, igual denotagdo foi dada paraas &reas A2, A3 e A4
(Tabelal).
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Resumo

Muitas s80 as substancias do metabolismo vegetal que
tém despertado grande interesse, principalmente no setor de
farmacos. No presente estudo, foram avaliadas as atividades
antineoplésica e tripanocida de extratos vegetais de Hovenia
dulcis (Rhamnaceae) cultivada sob condi¢Besin vivo ein vitro.
Extratos metandlicos dasfolhas de material jovem desenvolvido
in vivo e in vitro, exibiram altas porcentagens na inibicdo do
crescimento de todas as linhagens de células tumorais testadas,
enquanto extratos etandlicos do pseudofruto mostraram
seletividade com elevado percentual deinibicéo do crescimento
celular nas linhagens SP2/0 e BW. Quanto a atividade
tripanocida, os extratos aquoso do pseudofruto e metandlico
das folhas das plantas germinadas in vivo, apresentaram
percentual deinibic&o em 48 h, de 95% e 100%, respectivamente.

Abstract

Plants produce a wide range of secondary metabolites,
many of which are pharmaceutically important. In this paper
were evaluated anti-cancer and trypanocidal activities from
Hovenia dulcis (Rhamnaceag) in vivo and in vitro propagated
plants. Methanolic extracts of young leavesfrominvivoandin
vitro material were remarkably active for al tumor cells lines
tested, while ethanolic extracts of pseudofruit showed high
degree of selectivity against to SP2/0 and BW cellsin culture.
Mortality of 95 and 100% (48 h) on Trypanosoma cruzi were
observed on the aqueous extract of pseudofruit and methanolic
extracts of leaves from seedlings.

Hovenia dulcis Thunb. (Rhamnaceage), arvore conhecida
como uva-do-japdo ou cajueiro-japonés, esta incluida na
categoria das espécies raras do planeta?. Do ponto de vista
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etnofarmacol 6gico, é utilizadacomo diurético, antipirético epara
doengas do figado, asma, bronquite e diarré a5,

Estudos recentes daquimicae farmacologiade H. dulcis
tém revelado promissor potencial bioativo para a espécie. De
seus pseudofrutos, foram isoladas saponinas triterpénicas que
exercem atividadeinibitdrianaliberacdo de histaminaem exsudato
decélulas peritoniaisde ratos e a gunsflavonoides com atividade
inibidora do relaxamento muscular e atividade
hepatoprotetora®®222, Nas folhas, constatou-se a presenca de
saponinas triterpénicas e alguns glicosideos com atividade
inibidora da percepcéo do sabor adocicado®®161819, Em extratos
etandlicos da folha da érvore, metandlico da folha e raiz de
pléntulas germinadas in vivo e de folha de plantas propagadas
in vitro foi observada atividade antiinflamatériatt.

As condi¢des ambientais a que estdo submetidas as
plantas influenciam a sintese de substancias bioativas. Através
das técnicas de cultura de tecidos vegetais é possivel a
obtencdo de metabdlitos, independente dalocalizago geogréfica
e geologica e dainfluéncia de fatores como variacoes sazonais,
climaticas® e pragas'*. Além de possibilitar a proliferagédo de
material geneticamente homogéneo, o cultivo in vitro permitea
manipulacdo da capacidade biossintética, visando a producdo
de um determinado metabdlito.

O estudo com H.dulcis foi incentivado devido ao
potencial medicinal da espécie e pela recente constatagdo das
atividades antineopl ésical®'?1417 e tripanocida® em outras
espécies da familia Rhamnaceae. Nesse trabalho sfo avaliadas
a atividade antineoplasica em varias linhagens de células
tumorais e a atividade tripanocida para os diferentes érgéos da

espécie provenientes de plantas cultivadas in situ, germinadas
in vivo e propagadas in vitro.

No ensaio de proliferacdo, foi avaliada a capacidade dos
extratos em inibir o crescimento de diferentes linhagens de
célulastumorais, medindo-se aincorporacdo de sal detetrazdlio
MTT asmitocdndrias. Observou-se que os extratos metandlicos
de folhas das plantas germinadas in vivo e propagadas in vitro
inibiram o crescimento de todas as linhagens celul ares testadas.
Estes resultados foram marcadamente diferentes dos observados
nosextratosfoliares de exemplar arboreo, que ndo se mostraram
efetivos para as linhagens celulares SP2/0, Neuro-2A, MK2 e
P3653 einduziram o crescimento celular daslinhagens J774 edo
carcinoma de Erlich. Entretanto, extratos apresentaram
atividade antitumoral bastante significativaemrelacdo alinhagem
BW, onde observamos um percentual de 64,50 de inibicdo pelo
extrato etandlico e 73,80 pelo metandlico. No extrato etandlico
do pseudofruto, podemos observar uma seletividade, com
elevado percentua de inibicdo do crescimento celular (91,87 e
80,00), nas linhagens SP2/0 e BW, no entanto, esse extrato
induziu o crescimento celular daslinhagens J774 e do carcinoma
de Erlich. Em contraste, os extratos de folha e raiz das plantas
germinadas in vivo e de folha de plantas propagadas in vitro
mostram uma ampla porcentagem de inibicdo do crescimento
nas linhagens testadas. Desse modo, os resultados confirmam
gue aespécie possui um grande potencia bioativo, concentrado
principalmente paraalinhagem BW nosvaérios 6rgdos e extratos.
Somente os extratos foliares de plantas jovens cultivadas in
Vvivo einvitro foram capazesdeinibir o crescimento dalinhagem
MK2 (Tabelal).

Tabela 1. Atividade antineoplasica de diferentes 6rgéos dos espécimes de Hovenia dulcis

Origem Orgao Extrato Atividade dasL inhagens Celulares Tumorais (%)
J774 SP2/0 Neuro MK2 Erlich BW P3653

Arvore PS agquoso ICC NEG NEG NEG ICC NEG NEG
Arvore PS etandlico ICC 91,87 NEG NEG ICC 80,00 37,14
Arvore PS metanolico NEG ICC 30,30 NEG NEG 36,30 ICC
Arvore folha etandlico ICC NEG NEG NEG ICC 64,50 NEG
Arvore folha metandlico ICC NEG NEG NEG ICC 7380 NEG
PG folha metandlico 74.80 74,00 86,32 85,67 8151 9240 86,25
PG raiz metandlico 61,83 7259 66,81 NEG 50,10 90,70 ICC
PP folha metandlico 76,79 90,90 90,36 55,56 8333 9320 89,29

ICC - Extratos que induziram o crescimento celular
NEG - Extratos incapazes de inibir o crescimento celular
PS - Pseudofruto

PG - Plantas germinadas in vivo

PP - Plantas propagadas in vitro

Quanto a atividade tripanocida, os extratos aquosos do
pseudofruto e metandlico das folhas de plantas germinadas in
vivo foram ativos frente ao parasito Trypanosoma cruz dacepa
Y. Esses extratos apresentaram um percentual de inibicdo em 48
h de 95% e 100%, respectivamente.

Nessa investigaggo, os resultados indicam que plantas
jovens germinadas in vivo e propagadas in vitro de Hovenia
dulcis possibilitam um aumento potencial da inibi¢do do
crescimento nas linhagens tumorais estudadas. Além disso, o
extrato das folhas de plantas germinadas in vivo e do
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pseudofruto mostraram-se capazes de induzir, de forma
significativa, amorte parasitaria.

Material eMéodos

Material Boténico: Para o processamento de extratos, foram
coletados a partir do exemplar arbéreo de H. dulcis localizado
no municipio de Teresopolis (RJ), folhas e pseudofrutos
acastanhados, correspondentes a fase de maturacdo, e frutos a
eles aderidos. Uma amostra representativa dessa espécie esta
depositada no Herbério da Universidade do Estado do Rio de
Janeiro sob o niimero de registro HRJ 1426.

Germinagdo: As sementes foram germinadas sob condigBes in
NaOCl e lavagens sucessivas em agua estéril sob condicfes
assépticas, foram inoculadosem meio de Murashige & Skoogl3
sem reguladores de crescimento. As culturas foram mantidas a
26 £ 1 °C, fotoperiodo de 16 h (50 pumols*m?2, |ampadas
fluorescentes branca e Gro-lux) e umidade relativa de 55 + 5%.
Mensalmente os brotos com comprimento igual ou superior a
0,8 cmforamindividualizados e subcultivadosem meio demesma
composi¢éo. Dos brotos alongados e enraizados, com 3 meses
em cultura, foram obtidas as demais amostras para a extragao.
Extracdo: As folhas, pseudofrutos e raizes de espécimes das
diferentes origens, foram secos a temperatura ambiente,
triturados e submetidos a extracdo com &gua, etanol ou metanol.
Para a obtencéo do extrato aquoso, utilizou-se a técnica de
infusdo. Os frascos vedados permaneceram em temperatura
ambienteatéototal esfriamento, sendo o materia posteriormente
filtrado e desidratado em liofilizador, durante 3 dias, obtendo-se
ao final uma preparacdo bruta. Nas extragdes metandlicas e
etandlicas, as amostras foram imersas em acool metilico p.a. e
acool etilico p.a. (Merck), respectivamente, durante umasemana,
atemperaturaambiente, sob agitacdo. Osextratosforam filtrados,
concentrados em evaporador rotatorio sob presséo reduzida a
40 °C e secos sob vacuo até peso constante. Os extratos foram
mantidos no escuro a 10 °C.

Ensaio de proliferacdo in vitro: As linhagens de células
tumorais usadasforam SP2/0 (mielomade camundongo), Neuro-
2A (neuroblastoma de camundongo), J774 (macr6fago de
camundongo), P3653 (plasmocitoma de camundongo), BW
(timona de camundongo), Erlich (sarcoma induzido por metil
colantreno) e MK2 (células epiteliais de rim de macaco). As
célulasforam cultivadas em meio RPM 11640, suplementado com
10% de soro bovino fetal, gentamicina, piruvato, acido aminado
nado essencial, 2-mercapto-etanol e L-glutamina em 96 pocos a
37 °C em 5% de COz. Depois de 2 h de pré-incubagdo, 5x10°
células por pocos foram tratadas com 0s extratos na
concentraggo de 250 pg/ml em 0,2 ml. Ascélulasforam colocadas
em solucdo MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) defenitetrazolium
bromide) auma concentracdo final de 1 mg/ml por 48 h e depois
incubadas por 4 h. Os sobrenadantes foram removidos e 100 pl
de DM SO adicionados a todos 0s pocos e posteriormente a
densidade 6ticamedidaem eitor de Microelisaem comprimentos
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de onda de 630 nm a 490 nm. Os dados foram representados
como média+ SEM das culturas em triplicatas.

Ensaio tripanocida: A linhagem de célula MK?2 foi infectada
com cepa Y de Trypanosoma cruz para obtencdo das formas
tripomastigotas. Ascéulasficaram em culturaa 37 °C em 5% de
COz2 emmeio RPM 11640, suplementado com 10% de soro bovino
fetal, gentamicina, piruvato, acido aminado ndo essencial, 2-
mercapto-etanol e L-glutamina. O sobrenadante da cultura de
células foi centrifugado a 700xg por 15 min, coletado e
centrifugado novamente a 2000xg por 30 min. Formas
tripomastigotas foram contadas em hemocitdmetro e o nimero
gjustado para 10° parasitassml em RPMI11640 e finalmente
distribuidos em placas de 96 pocos. As amostras foram diluidas
em meio RPMI na concentragéo de 250 pg/ 5x10° de parasitas
nas formas tripomastigotas da cepa Y de T. cruz. Todos o0s
ensai os continham um control e negativo e um controle positivo
de cristal violetaa 0,2%. Apds 48 h de incubacdo o0 nimero de
parasitas foi contado em hemocitémetro. Os dados séo
representados com amédia+ SEM dasculturasem triplicatas. O
percentual de mortalidade foi determinado apds incubacéo de
24 he48h por comparacao com os controles negativo e positivo
(meio de culturae cristal violeta, respectivamente)®.
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