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Introducio

Os gliomas sdo tumores primarios do Sistema Nervoso Central (SNC), classificados
em quatro graus segundo sua malignidade crescente (OMS), sendo o de grau IV o
glioblastoma (GBM). O GBM ¢ o mais comum, com aproximadamente 45% de todos os
gliomas (Ostrom et al., 2014) e com taxa de incidéncia média de 3,19 a cada 100.000

individuos (Thakkar ef al., 2014).

O tratamento do GBM geralmente envolve a ressecc¢do cirurgica maxima, radiagdo e
temozolomida (TMZ), um quimioterapico alquilante oral. No entanto, devido a localizagdo de
areas cerebrais importantes, a remocao total do tumor é impossivel, resultando em células
tumorais residuais e recorréncia da doenca (Davis, 2016; Wilson, et al., 2014). Cerca de 70%
dos pacientes com ressec¢cao maxima enfrentam progressdo da doenga em até um ano (Stupp

et al., 2005), indicando a necessidade de novas abordagens terapéuticas.

Observacdes acerca do uso das plantas com propriedades medicinais ja sao
conhecidas desde as primeiras civilizagdes (Braga, 2011). As plantas, por serem seres
sésseis, ou seja, que ndo se movem, desenvolveram estratégias para sua protecdo tanto para
herbivoria, como para outros fatores (radiagdo UV e também para obter vantagens na
competicdo com outras plantas, sejam elas da mesma espécie ou distintas (Santos et al., 2015;
Schreiner, 2019; Schuster, 2019;). Diante disso, nas ultimas duas décadas pesquisas que
buscam drogas de origem vegetal com potencial citotoxico e antitumoral comegaram a crescer

(Tanaka e Zamin, 2021).
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Segundo Heinzmann e Barros (2007), o Brasil é o pais com a maior diversidade
genética vegetal do mundo, com 350.000 a 550.000 espécies estimadas de plantas. Dentre elas
estdo varias familias com alto poder medicinal, como a Verbenaceae, a qual esta inserida a
espécie popularmente conhecida como “alfazema do Brasil”, Aloysia gratissima (Gillies &
Hook), enfoque deste trabalho. Logo, o objetivo desse trabalho ¢ avaliar o efeito antitumoral

dos extratos das folhas da planta 4. gratissima em duas linhagens de GBM (C6 e U251).
Metodologia

Inicialmente foi realizada a extracdo das fragdes da planta 4. gratissima, como ja
realizado por Schreiner (2019). Assim, foram obtidas cinco fragdes: o extrato aquoso (AQ), o
hidroalcoolico (ET), o butandlico do extrato hidroalcoolico (BA), o cloroféormico do extrato

hidroalcoodlico (CE) e o extrato acetato de etilia do extrato hidroalcodlico (ACE).

Na sequéncia foram realizados os testes de viabilidade celular nas linhagens de GBM
humana U251 e a de rato C6. As linhagens foram cultivadas a 37°C com 5% de CO, em
atmosfera umidificada, em meio Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM) acrescido de 10%
de Soro fetal bovino para U251 e 5% para C6. Foram realizados trés experimentos em que
cada composto foi aplicado em triplicatas com seis diferentes concentragdes (10, 25 ,50, 100,
200 e 400ug/mL). Apds 48 horas de tratamento, as células foram submetidas ao ensaio de
MTT [3-(4,5-diamethyl 2-thiazolyl) 2,5 diphenyl-2H-tetrazolium, Sigma] para verificar a

medida da viabilidade celular.

Resultados e Discussao

A partir das trés sessoes de tratamentos em que as células foram submetidas com os
extratos, AQ, ET, BA, CE e ACE foi realizado o ensaio de MTT (teste de viabilidade celular),
onde emergiram os graficos 1 e 2. Em ambos os graficos o eixo y, estd representando a
porcentagem de células vidveis, considerando o grupo controle de 100%, e, o eixo X as

concentragdes dos extratos utilizados durante os tratamentos.
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Figura 1: O grafico a esquerda representa os tratamentos dos cinco extratos de A. gratissima em diferentes

concentragdes na linhagem C6 e o a direita na linhagem U251.

Na linhagem humana, somente o extrato CE em sua concentracdo mais alta,
400pug/mL, teve diminui¢do na populagdo de células. Gerando assim uma Concentration
Inhibitory (1C50), uma concentracdo minima necessaria para inibir 50% da populagdo de

células de 379.1pg/mL (Tabela 1).

Tabela 1: Valores de IC50 dos diferentes extratos nas linhagens de C6 e U251.

AQ ET BA CE ACE

C6  >400 pg/mL 3799 pg/mL  >400 pg/mL  76.42 pg/mL  >400 pg/mL
U251 >400 pg/mL  >400 pg/mL  >400 pg/mL  379.1 pg/mL  >400 pg/mL

Em contrapartida, na linhagem de rato, os tratamentos com os extratos ET e CE,
observou-se uma queda na porcentagem da populagdo. No caso do ET, somente teve declinio
na concentra¢do mais alta, resultando em um IC50 de 379.9ug/mL, parecido com o do CE nas
U251. Nos tratamentos com CE, logo nas concentragdes mais baixas, como 100pg/mL, houve
inibicdo de mais de 50% das células, originando um IC50 de 76.42ug/mL (Tabela 1). Entao

pode-se dizer que a linhagem C6 ¢ mais sensivel ao tratamento com o CE, do que a U251.

No estudo realizado por Schreiner (2019), foram identificados dois metabdlitos
secundarios abundantes nas fracdes cloroformicas de A. gratissima, os terpenos: betulina e
bisabolol. Segundo Ramazani e colaboradores (2022), o bisabolol possui diversas
propriedades medicinais, entre elas estdo as acdes anti-inflamatoéria e antitumoral. Como

Gongalves (2016), também avaliou as mesmas atividades bioldgicas da betulina. Logo
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podemos acreditar que o que levou ao declinio das células de GBM foi a presenca desses
terpenos no extrato de CE. Nas células C6, que tiveram sua viabilidade diminuida ao ser
tratadas com o extrato de ET, podemos acreditar que a presenca do flavonoide, 5-hidroxi-
7,4”-dimetoxiapigenina (Schreiner, 2019), teve efeito sobre as células de GBM, pois de
acordo com Coelho (2017) o uso flavonoides tém gerado resultados promissores na atividade

antitumoral.

Conclusao

Concluimos que os testes in vitro de extratos Aloysia gratissima se mostraram
potenciais precursores para diminui¢do da viabilidade celular de GBM, sendo os extratos ET e
CE que obtiveram melhores resultados. Contudo, mais pesquisas que busquem avaliar os
potenciais antitumorais dessa espécie fazem-se necessarias, a fim de contribuir para a melhora

de pacientes com GBM e diminui¢do de custos exorbitantes com o tratamento.

Palavras-chave: Cancer; Glioma; Verbenaceae; In vitro; Fitoterapico.
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