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Resumo- O interesse nas ervas medicinais, no tratamento do Cancer, tem estimulado varias pesquisas.
Muitas destas ervas apresentam grande potencial terapéutico, porém com poucos conhecimentos sobre a
acdo dos mesmos sobre as células cancerigenas. O extrato de Spilanthes acmella tem sido amplamente
explorado na area dermatolégica, sendo considerado o Botox natural. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
aplicacdo terapéutica do extrato de S. acmella em células neoplasicas da linhagem HEp-2, através de
avaliagdo de lipideos e proteinas de membranas apds aplicagdo de concentragfes variaveis desse extrato.
As culturas foram avaliadas 24 horas ap6s incubacao com o extrato nas concentracdes de 1mg/mL,
500ug/mL, 250 pg/mL, 100 pg/mL e marcadas com sondas fluorescentes PKH26 (lipideos) e DTAF
(proteinas). A andlise foi realizada através de microscopia de Fluorescéncia demonstrando alteracdo na

distribuicao de lipideos e proteinas de membranas nas concentracdes de 1mg/ml e 500ug/mL.
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Area do Conhecimento: Biologia Celular.
Introducéo

Cancer é o nome dado a um conjunto de mais
de 100 doencas que possuem em comum O
crescimento desordenado das células que
invadem os tecidos e 6rgaos, podendo espalhar-
se para outras regifes do corpo. Dividindo-se
rapidamente, estas células tendem a ser muito
agressivas e incontrolaveis, determinando a
formacdo de tumores (BARBOSA, 2003), assim
constitui-se a segunda causa de morte na
populacdo brasileira, representando quase 17%
dos o6bitos de causa conhecida (INCA, 2010).

Entre os varios tratamentos para o cancer, a
medicina complementar alternativa (MCA) é muito
utilizada em pacientes na maioria das sociedades
(LEAL; SCHWASTSMANN; LUCAS, 2008),
despertando o interesse nas ervas medicinais, as
quais apresentam grande potencial terapéutico,
porém com poucos conhecimentos sobre a agéo
dos mesmos sobre as células cancerigenas.

Spilanthes acmella é uma planta herbacea
pertencente a Familia Asteraceae amplamente
cultivada e utilizada em varios municipios da
regiao nordeste do Estado do Para, sendo que o
uso fitoterapico tradicional esta concentrado nas
folhas e flores (COUTINHO; APARECIDO;

FIGUEIREDO, 2006). Estudos posteriores
demonstraram que o extrato de Sphilanthes
acmella possui atividades diurética, antibacteriana
e antiinflamatéria (WU et al., 2008), sendo que,
outros estudos, descrevem o spilantol (substancia
encontrada no 6leo essencial obtido das folhas de
S. acmella) como um cosmeético anti-ruga por inibir
as contracdes dos musculos subcutaneos, em
especial os do rosto, assim como o botox usado
no tratamento de rejuvenescimento (JORNAL
REPORTER, 2008). Wu et al. (2008) descreve que
a partir do Spilanthes acmella obteve extrato para
utiizagdo em células de macréfagos de
camundongos, o qual mostrou uma forma eficaz
na producao de mediadores antiinflamatoérios.

Assim o objetivo deste trabalho foi avaliar a
aplicacdo terapéutica do extrato de S. acmella em
células neoplasicas da linhagem Hep-2, através de
testes de citotoxicidade e avaliacdo dos possiveis
alvos celulares.

Metodologia
Cultura de células: A linhagem HEp-2,

carcinoma epidermdide de laringe humana (CCL-
23 ATCC-USA), utilizada nos experimentos, foi
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obtida do Instituto Adolfo Lutz/ Secdo de Culturas
Celulares (Sao Paulo /SP). Foi suprida no meio de
cultura MEM, suplementado com 1 % (v/v) de
antibiotico-antimicético e 10% (v/v) de soro fetal
bovino (SFB).

As células foram transferidas para placas de
cultura contendo laminulas estéreis, Sobe as
mesmas foi adicionado extrato de Spilanthes
acmela em concentracdes decrescentes (Img/mL,
500uL/mL, 250 pL/mL, 100 pL/mL

Extrato: o extrato foi preparado pelo Prof. Dr. Ary
Gomes da Silva e Profa. Valéria Rosseto Lemos,
do Centro Universitario de Vila Velha-ES.

Marcadores de proteinas de membrana:

Cultura de células da linhagem HEp-2 foram
lavadas em solucdo salina tampéo fosfato (PBS),
e incubadas em solucdo de glicose isotbnica/
Dichlorotriazinylaminofluorescein - DTAF,
(0,5mg/mL) no escuro por um periodo de 30
minutos. As células foram lavadas novamente em
PBS e as laminulas foram montadas com N-
propril-galato e observadas e fotografadas com
cadmera Leica DFC310FX, acoplada ao
microscopio de fluorescéncia DMLB. A avaliagdo
da fluorescéncia foi realizada visualmente.

Marcadores de lipideos em membrana:

Cultura de células da linhagem HEp-2 foram
lavadas em PBS e incubadas em solucao de
glicose isotbnica / PKH26 (100ug/mL) por um
periodo de 30 segundos. As células forma lavadas
novamente em PBS e as laminulas foram
montadas com N-propril-galato e observadas e
fotografadas com camera Leica DFC310FX,
acoplada ao microscépio de fluorescéncia DMLB.
A avaliacdo da fluorescéncia foi realizada
visualmente.

Resultados

As analises dos resultados com a marcacao
para proteina e lipidios, foi realizada visualmente,
sendo nesta etapa quantificado o n° de células
com alteracBes. Os dados obtidos com DTAF
demonstram que o extrato de S. acmella acarreta
alteracdo na distribuicdo de proteinas nas células
incubadas com 500 pg/mL e 1mg/mL,
ocasionando inclusive alteragdo na morfologia
celular, com reducdo na populacdo de células,
como demonstrado na figura 1.

As células incubadas com extrato de S.acmella
e marcadas com PKH26 permitem acompanhar a
reducdo de lipideos de membrana de acordo com
aumento da concentragdo de extrato de S.
acmella. Na figura 2 é possivel verificar que na
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concentracdo de 250 ug/mL, ocorre uma
concentracdo de lipideos na regido central da
célula, havendo quase que completa reducédo da
marcacado na concentracdo de 1mg/mL.

Figura 1: Células HEp-2 marcadas com DTAF. (a)
controle, somente células. (b) Células incubadas
com 100 pg/mL de extrato de S. acmella. (c)
células incubadas com 250 pg/mL extrato de
S.acmella, observa-se uma discreta marcacdo em
umas células. (d) células incubadas com 500
pg/mL de extrato de S.acmella, e (e) células
incubadas com 1 mg/mL de extrato de S.acmella,
notam-se intensa marcacdo havendo reducdo
significativa no grupo de 1 mg/ml.
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Figura 2: Células HEp-2 marcadas com PKH26.
(a) controle, somente células, observa-se uma
marcacdo intensa e uniforme dos lipideos,
ocorrendo 0 mesmo padrdo em (b) células
incubadas com 100 pg/mL de extrato de S.
acmella; em (c) células incubadas com 250 pug/mL
extrato de S.acmella, observa-se uma marcacgao
mais concentrada na regido central das células
com reducéo do numero de células e adesao; (d)
células incubadas com 500 upg/mL de extrato de
S.acmella, e (e) células incubadas com 1 mg/mL
de extrato de S.acmella, apresentam reducgéo
significativa da distribuicdo de lipideos. O ndimero
de células também reduz significativamente no
grupo de 1 mg/ml.

Discussao

Um tumor sé é maligno quando suas células
tém a capacidade de invadir os tecidos vizinhos.
Em alguns casos as células se desprendem de
tumores primarios, uma vez que possuem
propriedades invasivas, penetram na corrente
sanguinea ou vasos linfaticos formando tumores
secundarios, (ALBERTS, 2006). Além disso as
dificuldades nos tratamentos ocorrem
frequentemente devido a resisténcia aos
medicamentos, toxicidade e baixa especificidade.

Moléculas de plantas, seus derivados sintéticos
e semi-sintéticos sdo importantes fontes de
medicamentos antitumorais. Segundo Cragg e
Newman (2000) cerca de 50% dos farmacos em

IVUINIC Jr

Encontro Latino Americano

de Iniciagdo Cientifica Junior

ensaios clinicos para atividade anti-cancer séo de
fontes naturais ou correlacioandas a elas
(Mesquita et al., 2009). O Brasil tém a maior
diversidade vegetal do mundo, e as plantas, desde
tempos antigos, tém sido utilizadas para o
tratamento de diversas doencgas inclusive o cancer
(Brandéo et al., 2008).

Assim seguindo esta linha de raciocinio, €&
possivel afirmar que existem plantas que
produzem substancias antimitéticas, capazes de
deter o crescimento de tumores malignos.
Segundo Miraca (2010) os produtos naturais
podem ser vantajosos aos pacientes, pois agridem
menos 0 organismo em relacdo  aos
procedimentos convencionais.

A avaliagdo de novos extratos, com aplicacbes
farmacoldgicas vem sendo empregado em larga
escala, o qual tm mostrado éxito em muitas
experiéncias. Miraca (2010) descreve que o
extrato de Cassia occidentalis, popularmente
conhecida como Fedegoso, quando aplicado em
cultura de células MCF-7 (carcinoma de mama)
acarreta 80% de morte das células cancerigenas.
Pequisadores Centro Médico Southwestern, da
Universidade do Texas descobriram que uma
substancia extraida de casca de ipé-roxo mata
célula cancerigena do pulmdo (Canto Verde,
2010).

Pequisadores da  Universidade Federal
Fluminense (UFF) descobriram um método de
utilizacdo para a substéncia conhecida como
alcool perilico (AP), um lipidio que pode ser
extraido de Oleos essenciais de varias plantas,
como frutas citricas e vegetais, comprovando a
acao in vitro do alcool perilico em células
cancerigenas cerebrais, foi evidénciado a inibicédo
da proliferacao destas células em menos de meia
hora pelo processo de apoptose (Fonseca, 2010).

A acdo de Sphilantes acmella sobre células
tumorais ndo € descrito na literatura. Seu espectro
de aplicagdo é amplo com descrigédo de atividades
diurética, anti-bacterianas e anti-inflamatoria.

Idealizando no contexto acima, 0 presente
trabalho propos a avaliacdo do extrato da planta
Sphilantes acmella, em cultura de células tumorias
Hep-2, analisando estruturas celulares alvo do
extrato, uma vez que a literatura ndo descreve a
acédo deste extrato sobre estruturas celulares.

A analise inicial demonstrou que os lipideos de
membranas apresentam alteracdo em sua
distribuicdo devido a concentragdo do extrato. As
proteinas de membrana apresentam-se mais
evidentes nas concentragbes mais altas,
entretanto ndo podemos descartar a presenca de
proteinas no extrato, o que pode ser mais evidente
nestas concentracdes utilizadas. Este resultado é
importante também, pois indica que devido a uma
maior concentracdo do extrato (proteinas) as
mesmas aderem a membrana, necessitando de
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uma melhor caracterizacdo destas e sua acao
direta sobre estruturas celulares.

Embora este seja um estudo preliminar,
entendemos que mais estudos se fazem
necessarios para a compreensdo dos alvos
celulares do extrato do Spilanthes acmella, bem
como a purificacdo e caracterizacdo do principio
ativo, com atividade antitumoral. Os resultados
preliminares obtidos mostram-se promissores, pois
este vegetal apresenta cultivo de baixo custo e
um desenvolvimento demasiadamente rapido nao
ocasionando nenhum prejuizo ao meio ambiente,
diferente por exemplo de Taxus brevifolia, uma
arvore do Pacifico, do qual foi isolado o paclitaxel
em 1971; um grande problema na extragdo do
paclitaxel reside no fato de que a espécie Taxus
brevifolia demora cerca de 100 a 200 anos para
atingir a maturidade e encontra-se em extingao,
para a obtencdo de 1kg do paclitaxel sdo
necessarios aproximadamente 10.000 kg da casca
da Taxus brevifolia, sendo necessario cerca de
3.000 arvores. Essa quantidade poderia ser
utilizada no tratamento de apenas 500 pacientes
durante o periodo de um ano, sendo que um
namero muito reduzido de pessoas seriam
beneficiadas, ja que o cancer é uma doenca que
atinge, somente nos EUA, cerca de 6,5 milhdes de
pessoas por ano (Souza, 2003).

Concluséao

A avaliacéo do extrato de S.acmella, em cultura
de células tumorias, revelou alteracdes na
distribuicao de proteinas e lipideos de membrana.

Mais estudos se fazem necessarios para a
compreensdo dos mecanismos celulares e alvos
celulares, bem como a caracterizagdo do principio
ativo, com atividade antitumoral.
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