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RESUMO

A citotoxicidade significa causar efeito toxico a nivel celular, podendo ser por morte celular, alteragbes na
permeabilidade da membrana e inibigdo enzimdtica. A ocorréncia da apoptose e, consequente, diminuigdo da prolife-
racdo celular pode ser desencadeada por varios fatores. A Conyza bonariensis pertencente a familia Asteraceae é uma
planta nativa da América do Sul, conhecida principalmente como buva. Este trabalho tem por objetivo avaliar a
atividade antiproliferativa e citotoxica do extrato aquoso de Conyza bonariensis (L.) pelo método de reducdo do
brometo de 3-(4,5-dimetil tiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazdlio (MTT) em um produto com a coloragdo azul escuro (MTT-
formazan) pela enzima mitocondrial tetrazolium-succinato-desidrogenase. A buva apresentou atividade a antiprolife-
rativa e citotdxica nas concentragbes de 5 e 5000ug/mL, com a diminuicdo da proliferagdo celular de 25,70% e
37,04%, indicando seu potencial terapéutico para inibi¢do do ciclo celular. As demais concentragdes (25; 50; 100; 500
e 1000 pg/mL) ndo apresentaram diferenca significativa com relagdo ao controle.
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| NTRODUQAO na forma de infuso de diversas partes da planta, como

anti-séptico, anti-ulcerativo e hepatoprotetor
(ASONGALEM et al., 2004).Apesar de sua utili-
zacdo como planta medicinal, foram encontradas
poucas informacgdes sobre a buva, fundamentando-
se, assim, a realizacdo dessa pesquisa. Este traba-
Iho tem por objetivo avaliar a atividade antiprolife-
rativa e citotoxica do extrato aquoso @enyza

A citotoxicidade gnifica causar efeito toxico a
nivel celular O efeito toxico pode ser a morte celu-
lar, alteracbes na permeabilidade da membrana e
inibicdo enzimatica. O mecanismo de apoptose ou
“morte programada” é um processo celular fisiol6-

gico normal que ocorre por diferentes situacbes em bonariensis (L.) pelo método de reducéo do bro-
que a celula ‘;eXpOSta’ como por elxemp'oi N3 0rga- ot e 3-(4,5-dimetil tiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio
hogenese e hematopoese normal e patologica, na(MTT) em um produto com a coloragdo azul escuro

reposicao fisiologica de determinados tecidos ma- (MTT-formazan) pela enzima mitocondrial tetrazo-
duros, na atrofia dos 6rgéos, na resposta inflamato- lium-succinato-desidrogenase

ria e na eliminacdo de células ap6s dano celular por

agentes genotoxicos.ocorréncia da apoptose pode

ser desencadeada por varios fatores sendo eles: ni- ,

veis aumentados de espécies reativas de oxigénioMETODOS

(ROS), baixa quantidade de nutrientes a célula, pri-

vacdo de fatores de crescimento, choque térmico, A Conyza bonariensis (L.) foi colhida nos meses
radiacdo ionizante, danos ao DNA, agentes quimio- e novembro e dezembro na cidade de Gita{RS).
terapico e ligagdo de moléculas a receptores de s pjanta foi triturada e o p6 obtido foi homogeneizado
membrana (MONAGNER, 2010)A cultura de oy 4gua destilada e aquecido por 30 minutos & 72°C.
celulas € uma ferramenta valiosa para a investiga- o maerial foi filtrado e liofilizado a —18°C e 13,3 Pa.
¢ao do funcionamento celulg@ois consiste nama-  Armazenou-se o extrato liofilizado em frasco &mbar a
nutencéo e multiplicacéio vitro de celulas vivas  _180c at¢ sua utilizagaatividade citotéxica foi ava-
possibilitando a analise do metabolismo e do com- jiada pelo método colorimétrico proposto por Mosman
portamento celular frente a um componente a ser (1983), cujo principio baseia-se na reducdo MTT em
testadoAtraves da cultura é possivel identificar os | produto com a coloracdo azul escuro (M3
mecanismos envolvidos na regulacéo, sintese e desmazan) pela enzima mitocondrial tetrazolium-succina-
tino de produtos celulares como proteinas, compo- to-desidrogenasé conversdo ocorre somente em
nentes da matriz extracelular além da influéncia de g|ylas viaveis e a quantidade do produto NbFma-
agentes externos na biologia das células como, fa-zan é proporcional ao nimero de células vivas presen-
tores de crescimento e substancias toxicas, além degg (MIZUNOet al., 2000)As células foram obtidas
informacdes genéticas (LUISI, 2006).Conyza a partir da técnica de separacéo de células mononu-
bonariensis (L.) pertencente a familiasteraceae  cleares. Em um tubo conico adicionou-se 7mL de his-
€ conhecida popularmente como buva, margaridi- topaque e 7mbe sangue heparinizadsim, o tubo
nha-do-campo ou voadeira. E uma espécie nativa foj centrifugado durante 30 minutos a 1450 RRSI.
daAmérica do Sul que ocorre #agentina, Uru-  células mononucleares foram retiradas com uma pipe-
guai, Paraguai e Brasil. Produz grande quantidade ta de vidro e transferidas para outro tubo cdnico, na
de sementes, as quais apresentam caracteristicagual adicionou-se 10mL de meio RPMI. Em seguida,
de facil dispersao, caracterizando a espécie COMO centrifugou-se por 10 minutos 5D RPM e o sobre-
agressiva. No Rio Grande do Sul, apresenta-se comonadante foi desprezado por invers&o. O pellet de célu-
importante planta daninha infestante de lavouras de |as mononucleares foi ressuspendido em meio RPMI
trigo, soja e milho (LORENZI, 2000). Na medicina  com soro fetal bovino (SFB). Retirou-se uma aliquota
populay € utilizada para tratar reumatismo, gota, Cis- de 10pL que foi misturada a 10pL de tripan, para a
tite, nefrites, dor de dente, dor de cabeca, Ulcerasrealizagio da contagem de células em cAmara de Neu-
estomacais, digestiva, diurética, leucemia, anemia e bauerA média de células dos quadrantes foi multipli-
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cada pelo fator de diluicio #aul deTripan (2) e por do somate as células, as quais foram ressuspendidas
10*(constante), na qual o resultado obtido foide 2,78.10 em 200puL de dimetilsulféxico (DMSO) e novamente,
células em 1000uL. Como a quantidade de células de-a placa foi colocada em um shaker durante 5 minutos
sejada por poco é de 21@volume pipetado emcada (150RPM). Logo apos, determinou-se a absorbancia
poco da placa de ELISA foi de 72pL. O extrato bruto em leitora de ELISA em comprimento de onda de
daConyza bonariensis (L.) foi separado em sete con-  560nm. Os resultados obtidos foram avaliados estatis-
centracdes: 5, 25, 50, 100, 500, 1000 e 5000 pg/mL, ticamente no programa SPSS, sendo comparados por
partindo de uma concentrag&o inicial de 20000 ug/mL analise de variancia de uma e duas vias, seguida de
e realizando diluicBes seriadas da maior concentracdotestepost hoc de Duncan.

para a menolO extrato foi diluido em meio RPMI

com SFB, para obtencéo de um volume final de 240uL.

Nos controles positivo e negativo, foram adicionados RESULTADOS

72uL de células e meio RPMI com SFB, sendo que, no

controle positivo, foi adicionado 2L de fitohemagluti- Os resultados da atividade citotoxica estdo repre-
nina (PHA). O experimento foi realizado em triplicata.  sentados na Figura 1. Os tratamentos contendo extra-
A placa de ELISA foi deixada por 120 horas em estu- g a 5 e 5000pg/mL demonstraram uma diminuic&o da
fa.a 37°C com 5% de G@\pos 5 dias, foi realizado o proliferacéo celular de 25,70% e 37,04%, respectiva-
ensaio colorimetrico para avaliagéo da citotoxicidade mente, quando comparados ao grupo controle (p<0,05).
do extrato. O MTT foi dissolvido em PBS (0,01M; pH  As demais concentracdes (25; 50; 100; 500 e 1000 pg/
7,4) a5mg/mL e, desta solugao, 20pL foram adiciona- mL) n&o apresentaram diferenca significativa com re-
dos em cada pocA.placa foi colocada em um shaker lacdo ao controle. Ja o tratamento realizado com a
durante 5 minutos (150RPM) e incubada durante 4 Fitohemaglutinina, demonstrou um aumento da proli-
horas em estufa a 37°C com 5% de,@Qos este feracéo celular de aproximadamente 2,4 vezes maior
periodo, o sobrenadante foi retirado dos pocos, deixan-quando conparado ao grupo controle.
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Figura 1 — Média das absorbancias em fungdo dos tratamentos com o extrato aGoogzad®nariensis (L.)
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D|S(USSAO ¢&o humana sobre o consumo do produto. De acor-
do com Craag & Newman (2005), muitos dos agen-
tes utilizados na terapia do cancer séao derivados de

A's.plantasmedlcmals Sao muito ut|I|z,aQas N8 " fontes naturais e foram descobertos a partir de tes-
medicina populasendo algumas vezes, a Unica fonte . g . . ~
tes de citotoxicidade, por inibirem a proliferacdo de

de medicacdo que a populacdo tem acesso. Entre_ . W .
¢a0 g populac células cancerosas em modalositro ouin vitro.

as plantas com potencial medicinal, estdo as espéci-
es da familisAsteraceae, comBaccharis trimera

e Baccharis articulata nativas no sul do Brasil. .
Apesar da familiésteraceae, compreender algu- (ONCLUSOES
mas das mais antigas e mais valorizadas plantas
medicinais, diferentes géneros desta familia apre-
sentam compostos tdxicos como acidos taninicos
hidrocianicos, férmicos e malicos, rutina e furfural.
E importante salientar que o papel historico das er-
vas medicinais no tratamento e prevencao de doen-
¢as e seu papel como catalizadoras no desenvolvi-
mento de farmacologia ndo mantém sua seguranga
para o uso ilimitado pelo publico sem informacgéo
(DUKE, 2000).Através de nossos resultados, é
possivel verificar a presenca de atividade antiproli-
ferativa e citotéxica desta espécie, indicando seu A
potencial terapéutico para inibicdo do ciclo celular REFERENGAS
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A Conyza bonariensis (L.) apresentou ativida-

' de antiproliferativa e citotoxica nas concentracdes
de 5 e 5000ug/mL, indicando seu potencial terapéu-
tico para inibicdo do ciclo celulavlais estudos se-
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