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RESUMO

O cancer figura entre as principais causas de morte mundial, sendo um desafio
critico de saude publica. Em 2020, registraram-se globalmente mais de 470 mil novos
casos de leucemia, resultando em cerca de 310 mil 6bitos. Os tratamentos
convencionais atuais, embora essenciais, frequentemente ocasionam fortes efeitos
colaterais, como nauseas, indisposicdo e toxicidade sistémica. Nesse sentido, a
biodiversidade, incluindo a flora sul-americana, representa uma fonte inesgotavel de
moléculas com potencial terapéutico para o desenvolvimento de farmacos mais
seguros. Este estudo investigou o potencial anticancer in vitro de extratos de Ismene
amancaes (Amaryllidaceae) e dos alcaloides isolados Haemantidina e Crinamina nas
linhagens tumorais KG1 (Leucemia Mieloide Aguda - LMA), K562 (Leucemia Mieloide
Crbnica) e B16F10 (Melanoma), utilizando fibroblastos (NIH/3T3) para avaliacdo da
seletividade. Os resultados demonstraram que o extrato do bulbo apresentou
atividade promissora contra a linhagem KG1 (Clso = 17,78 pg/mL) e um indice de
Seletividade (IS) de 6,69. Entre os alcaloides isolados, a Crinamina destacou-se com
uma Clso de 3,48 uM e um IS superior a 287 na linhagem KG1, revelando uma
seletividade significativamente maior que a do farmaco padrdo Doxorrubicina (Clso =
1,99 uM; IS = 2,35). O estudo evidencia que alcaloides da familia Amaryllidaceae,
especialmente a Crinamina, sdo candidatos promissores para novas estratégias
terapéuticas oncolégicas, combinando boa poténcia com baixa toxicidade para células
normais.

Palavras-chave: alcaloides, Amaryllidaceae, cancer.



ABSTRACT

Cancer remains one of the leading causes of mortality worldwide, posing a significant
public health challenge. In 2020, more than 470,000 new cases of leukemia were
reported globally, resulting in approximately 310,000 deaths. Although conventional
treatments are essential, they frequently induce severe adverse effects, including
nausea, malaise, and systemic toxicity. In this context, biodiversity, particularly the
South American flora, constitutes an abundant source of bioactive molecules with
potential for the development of safer therapeutic agents. This study investigated the
in vitro anticancer activity of extracts from Ismene amancaes (Amaryllidaceae) and the
isolated alkaloids haemanthidine and crinamine in the tumor cell lines KG1 (Acute
Myeloid Leukemia AML), K562 (Chronic Myeloid Leukemia), and B16F10 (Melanoma).
Fibroblasts (NIH/3T3) were used to assess selectivity. The bulb extract exhibited
significant activity against the KG1 cell line (ICso = 17.78 pg/mL) with a Selectivity Index
(SI) of 6.69. Among the isolated alkaloids, crinamine showed the most potent and
selective effect, presenting an I1Cso of 3.48 uM and an Sl greater than 287, substantially
surpassing the standard chemotherapeutic agent doxorubicin (ICso = 1.99 uM; Sl =
2.35). Overall, the findings indicate that Amaryllidaceae alkaloids, particularly
crinamine, are promising candidates for novel oncological therapeutic strategies,
combining high potency with markedly reduced toxicity toward normal cells.

Keywords: alkaloids, Amaryllidaceae, cancer.



1. Introducéo

O céancer consolidou-se como um dos maiores desafios de saude publica da
atualidade, figurando como a segunda principal causa de morte em escala global, logo
apos as doencas cardiovasculares (Naeem et al., 2022). A incidéncia da doenca
continua a crescer, impulsionada pelo envelhecimento populacional e fatores
ambientais, gerando uma demanda urgente por novas terapias que superem as
limitacdes de eficacia e toxicidade dos tratamentos atuais. Responsavel por cerca de

9,6 milhdes de Obitos em 2018, ou seja, 1 a cada 6 mortes no mundo (WHO, 2024).

Os tipos mais comuns de cancer entre os homens incluem pulmao, proéstata,
colorretal, estbmago e figado, enquanto entre as mulheres sdo mama, colorretal,
pulmao, colo do utero e tireoide. O céncer causa desgaste fisico, emocional e
financeiro em individuos, familias, comunidades e sobrecarrega sistemas de saulde,
especialmente em paises de baixa e média renda, onde muitos pacientes ndo tém

acesso a diagnostico e tratamento de qualidade em tempo habil (WHO, 2024).

Cientistas tém dedicado muitos esforcos na busca por novos medicamentos
para o tratamento e prevencdo de canceres (Lim et al., 2019). Aproximadamente
metade dos medicamentos anticancerigenos baseados em pequenas moléculas que
receberam aprovacdo originaram-se direta ou indiretamente de fontes naturais

(Newman e Cragg, 2020).

Alcaloides sdo metabdlitos, geralmente encontrados em plantas, que
apresentam alta diversidade estrutural e potencial biolégico, incluindo potente
atividade anticancerigena contra varios tipos de cancer (Feher e Schmidt, 2003;
Mohan et al., 2012).

Figura 1: Fotografia da flor de amancaes, flor
tipica das Lomas de Lima, capital do Peru, cujo
nome cientifico é Ismene amancaes da Familia
Amaryllidaceae. (Mayta, 2010)




A familia Amaryllidaceae, especificamente a subfamilia Amaryllidoideae,
apresenta um grupo exclusivo e em constante expanséao de alcaloides isoquinolinicos,
conhecidos como alcaloides de Amaryllidaceae, que possuem um amplo espectro de
atividades biolégicas. Membros desta subfamilia sdo encontrados em todos os
continentes, mas predominantemente em trés locais geograficos distintos, incluindo

Ameérica do Sul, Africa do Sul e o Mediterraneo.

Os alcaloides de Amaryllidaceae tém atraido muito interesse devido a sua
ampla gama de atividades biolégicas. Por exemplo, ja foram relatadas atividades de
inibicdo de acetilcolinesterase, analgésica, antifUngica e antimalarica para esses
alcaloides (Lin et al., 2025). Conhecendo a ampla gama de estruturas e a necessidade
da busca de novos compostos com atividade antineoplasica, o presente estudo teve
por objetivo analisar o efeito do extrato da planta Ismene amancaes, pertencente a
familia Amaryllidaceae, bem como dos alcaloides Haemantidina e Crinamina em

diferentes linhagens celulares tumorais (Martins de Paiva et al., 2024).

2. Fundamentacéao Tedrica

2.1. Cancer e leucemias

O cancer representa um dos maiores desafios para a saude publica mundial,
figurando entre as principais causas de morte e impactando milhdes de pessoas todos
0s anos. Em 2020, registraram-se mais de 470 mil novos casos e cerca de 310 mil
mortes por leucemia no mundo, reforcando seu impacto global. O tratamento envolve,
em geral, quimioterapia, radioterapia, terapias alvo e transplante de células-tronco
hematopoéticas, definidos com base no subtipo, em caracteristicas citogenéticas e no
perfil clinico do paciente. No entanto, apesar dos avangos, essas abordagens
permanecem limitadas por efeitos adversos significativos incluindo toxicidades
cardiacas, neurologicas, gastrointestinais, infecciosas, O0sseas e pelo
desenvolvimento frequente de resisténcia aos quimioterapicos e baixa seletetivade

dos medicamentos pelas células cancerigenas (Cotoraci et al., 2021).

Nesse sentido, entre os diversos tipos de cancer, existem aqueles que se
destacam pela complexidade do tratamento, como as leucemias, que constituem um
grupo de neoplasias hematoldgicas caracterizadas pela proliferacdo anormal e clonal
de células precursoras da medula éssea, resultando em acumulo de células imaturas

gue comprometem a hematopoiese normal e podem infiltrar diversos tecidos e 6rgaos.
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Esses canceres séo tradicionalmente classificados de acordo com a linhagem
celular e a velocidade de progressdao em quatro subtipos principais: leucemias
mieloide aguda (LMA) e crénica (LMC), e leucemias linfoblastica aguda (LLA) e
linfocitica crénica (LLC) (Sun et al., 2024). A LLA é particularmente comum na infancia,
com pico de incidéncia entre dois e cinco anos, enquanto os demais subtipos ocorrem
predominantemente em adultos. A LMA é considerada uma das forma mais
agressivas de leucemia, que se da pela agudizacao da doencga, que configura pouco
tempo de resposta para seu tratamento. Fatores ambientais e comportamentais, como
exposicdo materna pré-natal a pesticidas, reforma domiciliar e tabagismo parental,

tém sido associados ao aumento do risco de leucemias infantis (Sun et al., 2024).

Nesse contexto, torna-se essencial o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas mais eficazes e menos toxicas, capazes de ampliar a sobrevida e

melhorar a qualidade de vida dos pacientes (Cotoraci et al., 2021).
2.2 Tratamentos convencionais e produtos naturais

Apesar dos avangos no entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos
na carcinogénese e na fisiopatologia das leucemias terem impulsionado o
desenvolvimento de terapias-alvo mais especificas, 0s tratamentos atualmente
disponiveis ainda apresentam limitacbes importantes. Mesmo 0S novos agentes
aprovados nos ultimos anos, quando utilizados isoladamente, tém eficacia restrita,
sendo muitas vezes necessarios em combinacdo com esquemas quimioterapicos
convencionais, como ocorre na leucemia mieléide aguda. No entanto, essas
abordagens combinadas intensificam a toxicidade, resultando em efeitos adversos
agudos, como nauseas, vomitos, diarreia, mucosite, infec¢des, rash cutaneo, queda
de cabelo e mielossupresséo; e em sequelas de longo prazo, incluindo disfuncéo de
orgaos, neuropatia, comprometimento cognitivo e fadiga persistente (Cotoraci et al.,
2021).

Além disso, o uso continuo desses farmacos favorece o surgimento de
resisténcia tumoral, reduzindo a eficacia terapéutica. Diversos quimioterapicos
classicos apresentam toxicidades graves bem caracterizadas, como a
cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina, a ototoxicidade causada pela cisplatina
e os efeitos neurocognitivos associados ao 5-fluorouracil. A natureza pouco seletiva

da quimioterapia, que danifica tanto células neoplasicas quanto células saudaveis,



contribui para esses efeitos colaterais intensos, prejudicando a adesao ao tratamento
e a qualidade de vida dos pacientes. Embora terapias mais modernas, como inibidores
de tirosina-quinase ou agentes antiangiogénicos, representem avangos importantes,
0 cancer permanece uma doenca dindmica, cujas células podem rapidamente
adaptar-se as pressoes terapéuticas. Diante dessas limitacdes, torna-se evidente a
necessidade de novas estratégias terapéuticas mais especificas, menos toxicas e
capazes de superar mecanismos de resisténcia, incluindo a busca por compostos

bioativos de origem natural (Naeem et al., 2022).

As plantas medicinais tém sido utilizadas ao longo da histéria no tratamento de
diversas enfermidades, incluindo diferentes tipos de cancer, e continuam sendo uma
das fontes mais promissoras de novas moléculas bioativas. A ampla diversidade
quimica encontrada em metabdlitos naturais torna esses compostos particularmente
valiosos na busca por agentes antileucémicos mais seguros e eficazes (Cotoraci et
al., 2021; Naeem et al.,, 2022). Muitos extratos e substancias isoladas de plantas
demonstram efeitos citotoxico sobre células leucémicas, modulando simultaneamente
multiplas vias envolvidas na tumorigénese, como proliferacdo celular, apoptose,
angiogénese, migracdo e metastase (Sun et al., 2024; Naeem et al., 2022). Isso
permite que produtos naturais atuem de maneira multifacetada, superando, em alguns
casos, mecanismos de resisténcia que limitam a eficacia da quimioterapia
convencional. Além disso, sua menor toxicidade, ampla disponibilidade e baixo custo
reforcam o potencial desses compostos como alternativas viaveis e ambientalmente
sustentaveis aos farmacos sintéticos (Guo et al., 2022; Naeem et al.,, 2022). A
relevancia terapéutica dos produtos naturais ja se reflete em farmacos amplamente
utilizados na pratica clinica: alcaloides da vinca, como vincristina e vimblastina, sao
essenciais no tratamento de linfomas e leucemias agudas, enquanto derivados
semissintéticos como etoposideo e teniposideo compdem esquemas terapéuticos
para diversas neoplasias hematoldgicas. Esses exemplos ilustram a importancia
continua das plantas como fonte de agentes antitumorais e sustentam o interesse em
explorar novos compostos naturais capazes de ampliar as opc¢des terapéuticas contra

o cancer (Cotoraci et al., 2021).
2.3 Atividade bioldgica de plantas e alcaloides da Familia Amaryllidaceae

As plantas da familia Amaryllidaceae constituem uma fonte particularmente rica
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de compostos bioativos, destacando-se por produzirem um grupo exclusivo de
alcaloides com amplo espectro farmacologico. Muitos alcaloides descritos em
Amaryllidaceae, todos derivados biossinteticamente do precursor norbeladina, exibem
atividades que incluem efeitos antiparasitarios, antifungicos, antivirais,
antibacterianos, anticolinesterasicos e marcante agao citotéxica e antiproliferativa (Lin
et al., 2025). A relevancia medicinal dessa familia € reconhecida desde a antiguidade,
com espécies como Lycoris radiata, Hymenocallis littoralis, Amaryllis belladonna e
Narcissus poeticus sendo tradicionalmente empregadas no tratamento de tumores por
diversas culturas ao redor do mundo (Nair et al., 2016). O interesse contemporaneo
nesses metabolitos cresceu a medida que estudos quimico-biolégicos passaram a
demonstrar que muitos de seus alcaloides, como crinina, licorina, narciprimina e
fenantridonas como pancratistatina e narcislasina, apresentam citotoxicidade seletiva
contra células tumorais, promovendo inibicdo da proliferacdo e inducédo de apoptose.
Assim, as Amaryllidaceae configuram-se como um reservatorio promissor de
moléculas com potencial para originar novos candidatos terapéuticos contra diferentes
tipos de cancer, reforcando o papel dos produtos naturais na descoberta de farmacos

anticancer inovadores (Martins de Paiva et al., 2024).

Os alcaloides da subfamilia Amaryllidoideae da familia Amaryllidaceae séo
reconhecidos por sua importancia quimica e farmacoldgica. Esta subfamilia abrange
mais de 800 espécies de plantas perenes distribuidas pelos tropicos e subtrépicos,
sendo que os alcaloides sdo um trago quimiotaxonémico distintivo. Desde o primeiro
isolamento da licorina de Narcissus pseudonarcissus em 1877, mais de 600 alcaloides
foram identificados nesta familia de plantas até o final de 2018, com a maioria sendo
bases monoméricas terciarias, mas também incluindo N-oxidos e alcaloides diméricos
(Lin et al., 2025).

Esses compostos despertaram grande interesse de pesquisa devido a sua
ampla gama de atividades bioldgicas e farmacoldgicas, incluindo propriedades

anticancer, citostaticas, antivirais e antifangicas (Lin et al., 2025).

Com o avanco das técnicas analiticas, novos tipos de esqueletos de alcaloides
foram identificados, destacando a diversidade estrutural desses compostos. Até o final
de 2023, a biossintese e as potenciais aplica¢cdes antivirais desses alcaloides foram
amplamente revisadas, enfatizando a importancia de estudos sintéticos e

enantiosseletivos para justificar conclusées biossintéticas e explorar seu potencial
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terapéutico (Lin et al., 2025).

A subfamilia Amaryllidoideae destaca-se pela sua riqueza em alcaloides,
compostos que tém atraido interesse devido as suas diversas atividades bioldgicas e
farmacoldgicas. Esses alcaloides, incluindo a Haemantidina e a Crinamina, possuem

um notavel potencial anticancerigeno (Lin et al., 2025; Nair et al., 2016).

A Haemantidina tem mostrado uma citotoxicidade seletiva significativa contra
células cancerigenas. Estudos demonstram que a Haemantidina pode induzir
apoptose em varias linhas celulares de cancer, enquanto preserva a viabilidade das
células normais. A inducéo de morte celular por apoptose é uma estratégia terapéutica
vantajosa, pois ativa vias programadas de eliminacdo celular, como a ativacdo de
caspases e a regulacdo negativa de proteinas anti-apoptéticas (ex: Bcl-2),
contornando mecanismos de resisténcia tumoral sem desencadear processos
inflamatorios deletérios (MARTINS DE PAIVA et al., 2024). Além disso, a grande
vantagem descrita para os alcaloides de Amaryllidaceae é a capacidade de induzir
essa apoptose de maneira seletiva, afetando preferencialmente as células
cancerigenas enquanto poupam as células normais, o que constitui um diferencial
critico para o desenvolvimento de farmacos com menor toxicidade sistémica (Nair;
Bastida; Van Staden, 2016).

A Crinamina, outro alcaloide relevante da Amaryllidaceae, também apresenta
uma forte atividade anticancerigena. Pesquisas recentes indicam que a Crinamina é
eficaz na inducéo de apoptose e na inibicdo da proliferacéo celular. Esse composto
atua principalmente alterando o potencial da membrana mitocondrial, um mecanismo
crucial para a apoptose celular. Essa capacidade de direcionar mecanismos celulares
especificos torna os alcaloides de Amaryllidaceae candidatos promissores para novas

terapias anticancerigenas (Martins de Paiva et al., 2024; Nair et al., 2016).

Além disso, os alcaloides de Amaryllidaceae demonstram atividade inibitéria
significativa contra a enzima acetilcolinesterase (AChE), o que é relevante para o
tratamento de doencas neurodegenerativas como o Alzheimer. A galantamina, por
exemplo, € um alcaloide da Amaryllidaceae que ja é comercializado para o tratamento
da doenca de Alzheimer, evidenciando o potencial terapéutico diversificado desses

compostos (Lin et al., 2025).

A pesquisa focada na viabilidade dos alcaloides Haemantidina e Crinamina,
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bem como dos extratos de Ismene amancaes, justifica-se pela necessidade urgente
de novos tratamentos eficazes e acessiveis contra o cancer. Apesar dos avancos na
medicina, muitos pacientes, especialmente em paises de baixa e média renda, ainda
enfrentam dificuldades significativas no acesso a diagnosticos e terapias adequadas.
Portanto, explorar compostos naturais com potencial antineoplasico é crucial para
diversificar e melhorar as opc¢des terapéuticas disponiveis (Naeem et al., 2022; Guo
et al., 2022).

A investigac@o de alcaloides da familia Amaryllidaceae, conhecidos por sua
diversidade estrutural e ampla gama de atividades bioldgicas, responde a uma lacuna
existente na literatura cientifica sobre novos agentes anticancerigenos naturais. A
pesquisa pode levar a descoberta de novos medicamentos baseados em pequenas
moléculas, ampliando as possibilidades de tratamento e fornecendo uma base sélida
para estudos futuros que busquem entender e otimizar as propriedades

anticancerigenas desses compostos.

Por fim, a realizacdo desta pesquisa fortalece a posi¢c&o da instituicdo como um
centro inovador em pesquisa farmacéutica, capaz de contribuir significativamente para
0 avanco da ciéncia e da saude publica. Os resultados podem atrair colaboracdes e
financiamentos, promovendo o desenvolvimento de novos tratamentos que
beneficiem tanto a comunidade cientifica quanto a sociedade em geral, ao
proporcionar alternativas terapéuticas mais eficazes e acessiveis para o combate ao

cancer.
3. Objetivos
3.1. Objetivo Geral

O objetivo geral deste estudo € avaliar a atividade anticancerigena de extratos
da planta Ismene amancaes e de dois alcaloides de Amaryllidaceae em linhagens de

células tumorais e nao tumorais.
3.2. Objetivos Especificos

e Avaliar o potencial anticancerigeno do extrato do bulbo e das flores de Ismene
amancaes sobre as linhagens de células KG1 (leucemia mieloide aguda - LMA), K562

(leucemia mieloide croénica) e B16F10 (melanoma);
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¢ Avaliar o potencial anticancerigeno dos alcaloides haemantidina e crinamina sobre
as linhagens de células KG1 (leucemia mieloide aguda - LMA), K562 (leucemia
mieloide crénica) e B16F10 (melanoma);

e Avaliar a citotoxicidade das amostras em linhagens de células ndo-cancerosas

(NIH/3T3, linhagem de fibroblastos de camundongos);

e Avaliar a seletividade das amostras através do calculo de Clso, CCso e do indice de

seletividade.
4. Metodologia
4.1. Material vegetal e preparacdo dos extratos

Os extratos brutos (EB) do bulbo e das flores da planta Ismene amancaes e as
amostras dos alcaloides foram preparados e gentilmente cedidos pelo Departamento
de Quimica da Universidade Federal do Espirito Santo. As amostras dos alcaloides
haemantidina e crinamina foram obtidas por extracdo &acido-base, isoladas e
purificadas por diferentes ferramentas cromatograficas. Os alcaloides foram
identificados por métodos cromatograficos e espectroscépicos, conforme descrito em
trabalhos anteriores (Tallini et al., 2024). As amostras de extratos foram diluidas em
dimetilsulféxido (DMSO - Sigma-Aldrich, USA) estéril na concentracdo de 100 mg/mL

e armazenadas em geladeira (4°C) até o uso nos experimentos de viabilidade.

OMe

Crinamina Haemantidina

Figura 2 — Estruturas quimicas dos alcaloides Haemantidina (A) e Crinamina (B).

4.2 Atividade antitumoral em linhagens celulares

Células das linhagens KG1 (leucemia mieloide aguda), K562 (leucemia
mieloide crbnica) e B16F10 (melanoma) foram cultivadas em meio RPMI (Sigma-
Aldrich/EUA), contendo soro bovino fetal a 10% (Cultilab/Brasil), 10 Ul/mL de
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penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina, a 37°C com atmosfera de 5% de CO:
(Sigma-Aldrich/EUA). O monitoramento da confluéncia e da morfologia celular foi
realizado diariamente, e as células foram submetidas a repiques periodicos para
manutencgao da fase exponencial de crescimento antes dos ensaios de citotoxicidade
(Cotoraci et al., 2021; Nair; Bastida; van staden, 2016). Para cada linhagem as células
foram distribuidas (1x104 células por poco) em placas de 96 pocos, contendo os
extratos ou os alcaloides nas concentragbes de 1000 a 1,56 pg/mL. As placas sao
incubadas por 48 horas a 37°C, e ap0s esse periodo a avaliacdo da viabilidade foi
feita por espectrofotometria pelo método da resazurina (Sigma-Aldrich/EUA) em cada
poco. O ensaio de viabilidade celular in vitro utilizando resazurina foi selecionado pela
sua sensibilidade e reprodutibilidade na avaliacdo da atividade citotoxica de
compostos. A resazurina € um indicador metabdlico que € reduzido a resorufina
fluorescente em células viaveis, permitindo a quantificacdo precisa da viabilidade
celular (Rampersad, 2012). A porcentagem de viabilidade para cada concentragéo de
extrato foi calculada em relacdo ao controle de vida (CV) somente com meio. O
controle positivo de morte foi feito com doxorrubicina (0,078 a 5 puM).

4.3 Citotoxicidade em linhagem de fibroblastos

Células da linhagem NIH/3T3 (fibroblastos de camundongo) em meio RPMI
devidamente suplementado foram distribuidas em placas (1x10* células por poco) em
placas de 96 pocos nas condi¢gdes padronizadas, contendo os extratos e os alcaloides
nas concentragdes de 1000 a 15,6 pg/mL. As placas sao incubadas por 48 horas a
37°C, e apos esse periodo a avaliacdo da viabilidade foi feita por espectrofotometria
pelo método da resazurina (Sigma-Aldrich/EUA) em cada pogo. A porcentagem de
viabilidade para cada concentracao de extrato foi calculada em relacéo ao controle de
vida (CV) somente com meio. O controle positivo de morte foi feito com doxorrubicina
(0,078 a 5 uM).
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4.4 Analise dos resultados

Todos os experimentos foram realizados em quintuplicata. Quando necessario
comparar variancias, foram utilizados teste de ANOVA e poés-teste de Tukey, com
auxilio do programa GraphPad Prism 5.0. O nivel de significancia foi de 5%. Para
calculo da Clso e CCso foi feita uma regressao néo linear dos resultados obtidos, e 0
indice de seletividade (I1S) foi obtido pela razdo de CCso por Clso. A andlise estatistica
foi realizada para validar os resultados experimentais. O uso do teste ANOVA, seguido
pelo teste de Tukey, permitiu a comparacdo das médias entre multiplos grupos,
garantindo que as diferencas observadas fossem estatisticamente significativas
(Motulsky, 2018). A regressao néo linear foi utilizada para obter os valores de ICso,
fornecendo uma medida quantitativa da eficacia dos compostos, pratica padrdo em
estudos farmacoldgicos (Seber e Wild, 2003).

5. Resultados e Discussao

Para avaliar a atividade anticancerigena dos extratos e alcaloides, foram
utilizadas diversas linhagens celulares tumorais KG1 (leucemia mieloide aguda - LMA)
e K562 (leucemia mieloide crénica) (Cotoraci et al.,, 2021), além de B16F10
(melanoma) (Nair et al., 2016). A inclusdo de uma linhagem celular ndo-cancerosa,
NIH/3T3 (fibroblastos de camundongos), permite a avaliacdo da seletividade dos
compostos testados, assegurando que os efeitos observados sédo especificos para
células cancerigenas e ndo causam danos significativos as células normais (Nair et
al., 2016). Essas linhagens sao amplamente utilizadas em pesquisas

anticancerigenas devido a sua relevancia clinica e facilidade de cultivo.

A viabilidade das células foi avaliada por espectrofotometria pelo método da

resazurina, e os resultados estdo na Figura 3.
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Figura 3: Atividade antitumoral dos extratos de Ismene amancaes. Diferentes extratos da planta foram
incubados com linhagens de células tumorais por 48 horas, e a viabilidade foi avaliada por
espectrofotometria. A e B — K562; C e D — KG1; E e F — B16F10. *, ** e *** significam p< 0,05, p<0,01
e p<0,001, respectivamente. (One-way ANOVA seguido de pés-teste de Tukey).

Podemos observar que tanto o extrato bruto (EB) do bulbo como o EB das
folhas reduziram a viabilidade das células tumorais em algumas concentracdes
testadas em relagdo ao controle de viabilidade (CV, apenas células com meio de
cultura). No entanto, essa reducéo da viabilidade foi mais evidente para o EB do bulbo
de I. amancaes na linhagem KG1 (Figura 1C) e para o EB das flores na linhagem K562
(Figura 1B).

Os extratos de Ismene amancaes também foram avaliados quanto a

citotoxicidade na linhagem celular NIH/3T3, linhagem celular de fibroblastos de
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camundongo. As células foram incubadas com diferentes concentracfes dos extratos
(de 15,625 a 1000 pg/mL) em meio RPMI devidamente suplementado por 48 horas a
37°C e 5% de CO2. Apoés esse periodo, a viabilidade das células também foi avaliada
pelo método da resazurina, e os resultados estao ilustrados na Figura 4. Observamos

gue os extratos foram citotoxicos de forma dose dependente para as células NIH/3T3.
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Figura 4: Avaliagdo da citotoxicidade dos extratos de Ismene amancaes. Extrato bruto (EB) do bulbo
EB das flores foram incubados com fibroblastos da linhagem NIH/3T3 por 48 horas, e a viabilidade foi
avaliada por espectrofotometria. A — extrato bruto (EB) do bulbo e B — EB das flores. *, ** e *** significam
p<0,05, p<0,01 e p<0,001, respectivamente (One-way ANOVA seguido de pds-teste de Tukey).

As células foram tratadas com diferentes concentracdes dos extratos e
alcaloides, variando de 1000 a 15,625 puM, para determinar a concentracao inibitoria
50% (ICso0). Este parametro € crucial para comparar a poténcia dos compostos
testados (Raj et al., 2011).

Para uma melhor interpretacéo dos resultados obtidos de atividade antitulmoral
e citotoxicidade, foi feita uma regresséo nao linear dos resultados obtidos para o
calculo das concentracdes inibitorias de 50% das células e concentragdes citotoxicas
de 50% das células (Clso e CCso, respectivamente). Além disso, o indice de
seletividade de cada amostra foi calculado a partir dos resultados obtidos para Clso e

CCso. Todos esses resultados estdo expressos na Tabela 1.



Tabela 1: Resultados de Clso, CCso €

Ismene amancaes
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indice de seletividade das amostras de

Amostra Clso K562 CCso fibroblastos indice de
(ng/mL) NIH/3T3 (ug/mL) seletividade (IS)
EB I. amancaes bulbo 316,23 119,00 0,38
EB I. amancaes flores 100,00 166,40 1,66
Doxorrubicina* 3,72 4,67 1,26
Amostra Clso KG1 CCso fibroblastos indice de
(ng/mL) NIH/3T3 (ug/mL) seletividade (IS)
EB I. amancaes bulbo 17,78 119,00 6,69
EB I. amancaes flores 222,70 166,40 0,75
Doxorrubicina* 1,99 4,67 2,35
Clso B16F10 CCs, fibroblastos indice de
Amostra ..
(ng/mL) NIH/3T3 (ug/mL) seletividade (IS)
EB I. amancaes bulbo 125,89 119,00 0,95
EB I. amancaes flores >1000 166,40 0,17
Doxorrubicina* 2,15 4,67 2,2

Clso: concentracao inibitéria de 50% nas linhagens células; CCso: concentracao citotéxica em 50% das
células NIH/3T3; IS: indice de seletividade, obtido pela razdo entre CCso e Clso. *Para doxorrubicina, os
valores estédo em pM.

Ao analisar os resultados das Figuras 1 e 2 e da Tabela 1, constatamos que as
amostras de Ismene amancaes reduziram de forma significativa e dose dependente a
viabilidade de células em algumas linhagens tumorais nas condi¢des testadas. No
entanto, essa reducédo ficou mais evidente para o EB do bulbo de I. amancaes na

linhagem KG1, com a menor Clso obtida, de 17,78 pug/mL.

Considerando a citotoxicidade das amostras frente as células NIH/3T3, ambas
as amostras apresentaram citotoxicidade dose-dependente, com CCso variando de
119,00 a 166,40 pug/mL para o EB do bulbo e o EB das flores, respectivamente. Ja o
indice de seletividade (IS) de cada extrato foi obtido pela razdo da CCso pela Clso de
cada amostra para cada linhagem celular tumoral e encontra-se na Tabela 1. Quanto
maior o IS, maior a seletividade de uma amostra em reduzir a viabilidade da célula
tumoral do que das células de mamiferos nado-tumorais testadas. Dessa forma,
considerando os resultados obtidos para as amostras, o maior IS obtido foi para o EB

dos bulbos de I. amancaes na linhagem KG1, cujo valor foi de 6,69.

A maior parte dos relatos na literatura sobre a atividade in vitro anticancer ou

antileucémica de plantas da familia Amaryllidaceae usa alkaloides isolados, sé&o
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poucos os relatos de estudos com extratos das plantas. Um artigo de Napo e
colaboradores (2020) investigou a atividade antiproliferativa in vitro dos extratos de
plantas da familia Amaryllidaceae. As trés plantas testadas pelos autores, Crinum
bulbispermum, Boophone disticha e Amaryllis belladonna, sdo tradicionalmente
utilizadas no tratamento de leucemias, embora com poucos dados cientificos que
comprovem essa pratica. Extratos obtidos de raizes, bulbos e folhas mostraram a
presenca predominante de terpenoides e flavonoides, enquanto os alcaloides e
fitoesterdis foram detectados apenas nos bulbos. De modo geral, os extratos mais
polares apresentaram maior atividade biologica: os extratos aquosos de bulbos de C.
bulbispermum e B. disticha inibiram acima de 70% o crescimento celular a 10 pg/mL,
e 0 extrato metandlico de raizes de A. belladonna mostrou inibicdo completa a 50
pug/mL (Napo et al.,, 2020). Os resultados conferem respaldo cientifico ao uso

tradicional dessas plantas no tratamento de leucemias.

E interessante observar também os resultados obtidos para a doxorrubicina,
farmaco bastante usado para o tratamento de diferentes tumores (Bisht et al., 2025):
a Clso para as trés linhagens tumorais foi bem baixa, variando de 1,99 pM (para
B16F10) e 3,72 uM (para K562), o que € um resultado esperado para um farmaco
antitumoral de referéncia. No entanto, observamos que a doxorrubicina também é
bastante citotoxica para os fibroblastos da linhagem NIH/3T3, cuja CCso obtida nas
condi¢fes testadas foi de 4,67 puM. Isso resulta em baixos indices de seletividade
obtidos para este farmaco (1,26 a 2,35). A doxorrubicina, uma das principais
representantes das antraciclinas, permanece como um dos pilares do tratamento
oncoldgico por sua ampla atividade contra tumores solidos e hematoldgicos. Apesar
disso, seu uso é frequentemente limitado por caracteristicas farmacologicas
desfavoraveis, como baixa biodisponibilidade e rapida eliminagdo, que acabam
exigindo doses mais altas (Bisht et al, 2025). Esses fatores, somados ao surgimento
de resisténcia tumoral, reduzem sua eficacia ao longo do tratamento. Além disso, a
doxorrubicina estd associada a efeitos toxicos importantes — especialmente
cardiotoxicidade, além de nefrotoxicidade e mielossupressdo — que dificultam seu
emprego prolongado. Diante dessas limitagcbes, cresce o0 interesse no
desenvolvimento de derivados e formulagbes que preservem sua agao antitumoral,
mas com menor toxicidade e melhor desempenho terapéutico (Peter et al., 2022). Sua

poténcia e seus efeitos toxicos podem explicar a baixa seletividade observada neste
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experimento in vitro.

Os alcaloides haemantidina e crinamina, comumente descritos em plantas da
familia Amaryllidaceae (Nair et al.,, 2016) também foram testados quanto a sua
atividade antitumoral frente as mesmas linhagens celulares, e os resultados obtidos

estéo ilustrados na Figura 5.
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Figura 5: Atividade antitumoral de alcaloides presentes em Amaryllidaceae. Os alcaloides
haemantidinna e crinamina foram incubados com linhagens de células tumorais por 48 horas, e a
viabilidade foi avaliada por espectrofotometria. A e B — K562; C e D — KG1; E e F — B16F10. *, ** g ***
significam p< 0,05, p<0,01 e p<0,001, respectivamente. (One-way ANOVA seguido de pés-teste de
Tukey).

Detectamos uma reducéo da viabilidade ndo dose-dependente para ambas as
amostras para as células K562 (Figura 3A e B) e KG1 (Figura 3C e D). A inibicdo da

viabilidade para células B16F10 ndo parece muito evidente (Figura 3 E e F).

A citotoxicidade dos dois alcaloides também foi testada em células NIH/3T3,
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cujos resultados encontram-se na Figura 6.
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Figura 6: Avaliacdo da citotoxicidade de alcaloides presentes em Amaryllidaceae. Diferentes alcaloides
foram incubados com fibroblastos da linhagem NIH/3T3 por 48 horas, e a viabilidade foi avaliada por
espectrofotometria. A — extrato bruto (EB) do bulbo e B — EB das flores. *, ** e *** significam p<0,05,
p<0,01 e p<0,001, respectivamente (One-way ANOVA seguido de pés-teste de Tukey).

Podemos observar que os alcaloides haemantidina e crinamina foram pouco
toxicos para as células NIH/3T3: apenas a crinamina reduziu a viabilidade das células
nestas condi¢cdes e somente na maior concentragéo testada (1000 pM). De forma a
interpretar melhor os resultados obtidos, foram calculadas as Clso, CCso € IS para

ambos os alcaloides em todas as linhagens testadas, e os resultados encontram-se
na Tabela 2.

Tabela 2: Resultados de Clsp, CCs € indice de seletividade de alcaloides presentes em
Amaryllidaceae

. CCso fibroblastos indice de
Alcaléid Clso K562 (uM
calolde 50 (kM) NIH/3T3 (uM) seletividade (IS)
Haemantidina 630,95 >1000 >1,58
Crinamina 12,59 >1000 >79,43
Doxorrubicina 3,72 4,67 1,25
CC50 fibroblastos indice de
.- 1
Alcaldide Clso KG1 (kM) NIH/3T3 (uM) seletividade (IS)
Haemantidina 6,80 >1000 >147,06
Crinamina 3,48 >1000 >287,35
Doxorrubicina 1,99 4,67 2,35
CC50 fibroblastos indice de
Oi B16F1
Alcaldide Clso B16F10 (kM) NIH/3T3 (uLM) seletividade (1S)
Haemantidina 1479,11 >1000 >0,68
Crinamina 1333,52 >1000 >0,75
Doxorrubicina 2,15 4,67 2,17

Clso: concentragéo inibitéria de 50% nas linhagens células; CCso: concentragéo citotoxica em 50% das
células NIH/3T3; IS: indice de seletividade, obtido pela razéo entre CCso e Clso.
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De acordo com os valores de Clso obtidos, afirmamos que ambos os alcaloides
foram mais ativos contra a linhagem KG1, cujos valores de Clso foram 6,80 e 3,48 uM
para haemantidina e crinamina, respectivamente. Crinamina também apresentou boa
atividade na reducéo de viabilidade de células da linhagem K562, com uma CI50 de

12,59 uM. Ja para a linhagem B16F10, ambos os alcaloides foram inativos.

Em relacdo a citotoxicidade para células da linhagem NIH/3T3, ambos os
alcaloides apresentaram CC50 estimada acima de 1000 uM, uma vez que com 0S
resultados obtidos nas condi¢Bes testadas, ndo foi possivel obter um valor exato de
CC50. Dessa forma, para estimar os valores de IS para os alcaloides nas diferentes
linhagens celulares, usamos o valor de 1000 uM, que foi a maior concentracao
testada. Assim, os melhores IS obtidos foram para crinamina (287,35) e haemantidina
(147,06) em relacdo a linhagem KG1. Ainda, o IS da crinamina para a linhagem K562

foi de 79,43, também considerado um bom resultado.

A extracdo acido-base foi escolhida como método principal para a obtencéo de
alcaloides da planta Ismene amancaes. Essa técnica € amplamente reconhecida por
sua eficacia na separacdo de compostos alcaloidicos a partir de matrizes vegetais
complexas, permitindo a obtencéo de alcaloides com alta pureza e atividade biologica
comprovada (Lin et al., 2025). Técnicas cromatograficas avancadas, como a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e a cromatografia em camada delgada
(TLC), foram empregadas para purificagéo e identificacao dos alcaloides devido a sua

alta preciséao e capacidade de resolucao (Lin et al., 2025).

Os produtos naturais desempenham um papel fundamental na pesquisa e no
desenvolvimento de farmacos antitumorais, sendo responsaveis por cerca de 50% dos
medicamentos utilizados atualmente na terapéutica do cancer nas ultimas décadas
(Naeem et al., 2022). Muitos compostos isolados de plantas, organismos marinhos e
microrganismos apresentam atividade antitumoral comprovada, servindo como base
para a sintese de farmacos ou inspirando novas estratégias terapéuticas. Substancias
de origem natural — provenientes, por exemplo, de plantas e organismos aquaticos
— que apresentam atividade antitumoral pertencem a uma ampla variedade de
classes quimicas. Entre elas destacam-se alcaloides, diterpenos, diterpenoquinonas,
compostos derivados de purinas, sesquiterpenos lactbnicos, peptideos,
depsipeptideos ciclicos, proteinas e poliéteres macrociclicos, entre outros (Lichota et

al., 2018). Exemplos notaveis incluem o paclitaxel, derivado da casca da arvore Taxus
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brevifolia, e os alcaloides da vinca, que sdo amplamente utilizados no tratamento de
diferentes tipos de cancer (Guo et al., 2022). Aléem disso, pesquisas com produtos
naturais tém demonstrado potencial para superar limitagbes dos farmacos
convencionais, como resisténcia e toxicidade, abrindo caminho para novas

abordagens no combate ao cancer.

Em relacéo a atividade antileucémica, diversos compostos de origem vegetal e
amplamente distribuidos no reino das plantas ja tiveram essa propriedade descrita: a
luteolina, por exemplo, € uma flavona presente em diversas plantas utilizadas na
alimentacdo humana; a quercetina também ocorre em uma grande variedade de frutas
e vegetais; a apigenina € encontrada em espécies dos géneros Artemisia, Achillea,
Matricaria e Tanacetum; o epigalocatequina-galato (EGCG) constitui o principal
componente do cha-verde; a curcumina € um composto fendlico oriundo dos rizomas
de Curcuma longa L.; a timoquinona € um monoterpeno isolado das sementes de
Nigella sativa, também abundante em Monarda fistulosa (bergamota-selvagem); a
emodina, por sua vez, € uma antraquinona natural extraida de plantas como Rheum
officinale e Polygonum cuspidatum; e o partenolideo € uma sesquiterpenolactona
obtida das folhas da planta medicinal Tanacetum parthenium. A ampla diversidade
desses metabdlitos naturais com atividade antileucémica oferece uma base
importante para o avanco de pesquisas pré-clinicas e clinicas, contribuindo para o
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas contra a leucemia (Cotoraci et al.,
2021).

As plantas da familia Amaryllidaceae ja forneceram mais de 636 alcaloides
descritos, abrangendo tanto compostos estruturalmente caracterizados quanto
agueles identificados de forma preliminar. Em uma revisdo recente, Lin e
colaboradores (2025) organizaram nove grupos estruturais principais — incluindo
crinina e haemanthamina — que compartilham um sistema unificado de numeracao
de esqueletos . Essa classificacdo € fundamental para o presente estudo, pois 0s
alcaloides isolados testados aqui, Crinamina e Haemantidina, pertencem justamente
a esses grupos estruturais (tipo crinano/haemanthamina), historicamente

reconhecidos por abrigarem 0os compostos com maior potencial citotoxico da familia.

A relevancia desse perfil quimico é corroborada por Trujillo e colaboradores
(2023), que analisaram fracbes de alcaloides de Amaryllidaceae em linhagens

tumorais. Aléem de observarem reducéo significativa da viabilidade celular (cerca de



24

48%) na linhagem gastrica AGS, a analise por molecular docking apontou interacdes
relevantes com proteinas associadas a sobrevivéncia tumoral, como Mcl-1, Bcl-xL e
HK2. Esses achados mecanisticos fornecem uma base molecular plausivel para os
resultados obtidos em nossa pesquisa: a potente atividade inibitéria da Crinamina
ICs0= 3,48uM) e da Haemantidina sobre a linhagem leucémica KG1 pode ser
explicada pela capacidade desses esqueletos alcaloidicos de interagir com alvos de
sobrevivéncia (como Mcl-1), induzindo a apoptose seletiva que observamos (IS >
287).

6. Conclusao

Em concluséo, o extrato do bulbo da planta Ismene amancaes bem como os
alcaloides haemantidina e crinamina representam uma promissora area de pesquisa
no combate ao cancer. Esses compostos ndo apenas exibem uma atividade
anticancerigena in vitro, mas também demonstram seletividade na reducdo da
proliferacédo células cancerigenas, oferecendo uma alternativa potencialmente menos

toxica e mais eficaz para a pesquisa de novos tratamentos contra leucemias.
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