UNIVERSIDADE FEDERAL DO MATO GROSSO DO SUL
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS, ALIMENTOS E NUTRICAO

CURSO DE GRADUACAO EM FARMACIA

CARLOS FELIPE PERALTA DA CRUZ

Avaliacao do efeito antitumoral de extratos e alcaldides
de Habranthus robustus em linhagens tumorais

Campo Grande
2024



CARLOS FELIPE PERALTA DA CRUZ

Avaliacdo do efeito antitumoral de extratos e alcaldides
de Habranthus robustus em linhagens tumorais

Trabalho de concluséo de curso apresentado
ao Curso de graduacdo em Farmécia da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Alimentos e Nutricdo da Universidade Federal
do Mato Grosso do Sul como requisito para a
obtencao do titulo de Bacharel em Farmacia.

Orientadora: Profa. Dra. Thalita Bachelli Riul

Campo Grande

2024



DEDICATORIA

Dedico esse trabalho a todos os meus familiares e amigos que, ao longo dessa
jornada, jamais me permitiram desistir dos meus sonhos. Dedico principalmente aos
meus pais, que a cada suor derramado sob o sol, me fizeram chegar até aqui na
sombra. Dedico também a minha irm&, que nunca permitiu que o brilho dos meus

olhos fosse ofuscado. Agradeco de coracdo por estarem comigo.



RESUMO

O cancer é uma doenca heterogénea caracterizada por multiplicacdo celular
descontrolada, com capacidade de invadir outros tecidos e comprometer fungdes do
organismo. No Brasil, os tipos mais prevalentes incluem o céancer de pele néo
melanoma, pulmédo, mama, colorretal e leucemias, segundo o Instituto Nacional do
Cancer (INCA). O presente estudo avaliou a atividade antitumoral in vitro do extrato
bruto de bulbos e folhas, além dos alcaloides haemantidina e seu derivado, isolados
de Habranthus robustus, frente as linhagens celulares KG1 (leucemia mieloide
aguda), K562 (leucemia mieloide crénica) e B16F10 (melanoma metastatico). Os
extratos e alcaloides foram preparados pelo Departamento de Quimica da UFES,
enviados para UFMS onde foram diluidos em DMSO e testados nas linhagens
cultivadas em meio RPMI suplementado com soro fetal bovino (10%), penicilina e
estreptomicina. As células foram tratadas com concentra¢des de 1000 a 1,56 ug/ml, e
a viabilidade celular foi medida por espectrofotometria (570 nm) utilizando resazurina.
A doxorrubicina (0,078 a 5 uM) foi usada como controle positivo de morte e a linhagem
NIH/3T3 (Fibroblasto Murino) como controle de células saudaveis. Ensaios em
quadruplicata foram analisados por ANOVA e pds-teste de Tukey, adotando nivel de
significancia de 5%. Os resultados demonstraram que o extrato de bulbos apresentou
maior atividade antitumoral, especialmente contra KG1 (IC50=14,79 ug/ml; 1S=4,13).
A haemantidina exibiu eficacia contra KG1 (IC50=6,80 ug/ml; 1S=147,03), enquanto
seu derivado foi mais ativo contra K562 (IC50=358,10 ug/ml; 1IS=2,56). Conclui-se que
H. robustus possui moléculas bioativas com potencial antitumoral. Estudos futuros
devem focar no isolamento e caracterizacdo dessas substancias, além de expandir os
ensaios para outras linhagens tumorais, visando o desenvolvimento de novas terapias
anticancer.

Palavras-Chaves: Linhagem Celular Tumoral; Carcinogénese; Alcaloides de
Amaryllidaceae; Ensaios de Selecdo de Medicamentos Antitumorais.



ABSTRACT

Cancer is a heterogeneous disease characterized by uncontrolled cell proliferation,
with the ability to invade other tissues and compromise body functions. In Brazil, the
most prevalent types include non-melanoma skin, lung, breast, colorectal cancer and
leukemia, according to the National Cancer Institute (INCA). The present study
evaluated the in vitro antitumor activity of the crude extract of bulbs and leaves, in
addition to the haemantidine alkaloids and its derivative, isolated from Habranthus
robustus, against the cell lines KG1 (acute myeloid leukemia), K562 (chronic myeloid
leukemia) and B16F10 (metastatic melanoma). The extracts and alkaloids were
prepared by the Chemistry Department of UFES, sent to UFMS where they were
diluted in DMSO and tested on the cell lines grown in RPMI medium supplemented
with fetal bovine serum (10%), penicillin and streptomycin. Cells were treated with
concentrations of 1000 to 1.56 pg/ml, and cell viabilty was measured by
spectrophotometry (570 nm) using resazurin. Doxorubicin (0.078 to 5 yM) was used
as a positive control for death and the NIH/3T3 cell line (murine fibroblast) as a control
for healthy cells. Quadruplicate assays were analyzed by ANOVA and Tukey's post-
test, adopting a significance level of 5%. The results demonstrated that the bulb extract
showed greater antitumor activity, especially against KG1 (IC50=14.79 pg/ml;
IS=4.13). Haemantidine showed efficacy against KG1 (IC50=6.80 ug/ml; 1IS=147.03),
while its derivative was more active against K562 (IC50=358.10 ug/ml; 1IS=2.56). It is
concluded that H. robustus possesses bioactive molecules with antitumor potential.
Future studies should focus on the isolation and characterization of these substances,
in addition to expanding the tests to other tumor cell lines, aiming at the development
of new anticancer therapies.

Keywords: Tumor Cell Line; Carcinogenesis; Amaryllidaceae alkaloids; Antitumor
Drug Screening Trials.
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1 INTRODUCAO

De acordo com a Organizacdo Pan-Americana da Saude, o cancer € um
crescimento rapido e descontrolado de células anormais além do seu limite
habitual e que tem capacidade de invadir partes do corpo e espalhar-se para
orgaos, originando a metastase. Acredita-se que até 2050 haja 35 milhdes de
novos casos de cancer (OPAS., 2024). O cancer de pulméao é o mais comum, com
2,5 milhdes de novos casos em 2022, seguido do cancer de mama (2,3 milhdes),
colorretal (1,9 milhdes) e préstata (1,5 milhdes), representando os principais tipos
documentados (OPAS., 2024). Além disso, no Brasil, o cancer de pele nao
melanoma se destaca com 31,5% dos casos e as leucemias se destacam por
compreender 2,5% de todos os casos de cancer. (INCA., 2023). As modalidades
de tratamento de tumores aprovadas incluem a quimioterapia, radioterapia,
terapia direcionada como monoterapia ou terapia combinada, imunoterapia e

terapia hormonal (Olofinsan K et al., 2023).

Apesar dos esforcos dos cientistas com novos estudos e propostas de
medicamentos, observa-se uma constante resisténcia ao tratamento devido a
heterogeneidade dos tumores, que implica na necessidade de distintas
abordagens terapéuticas (Fessart D et al., 2024). Entre 1981 e 2019, cerca de
247 novos medicamentos anticancer foram aprovados e derivam de produtos
naturais (Newman e Cragg., 2020). Neste quesito, a abordagem com compostos
fitoquimicos, como fonte de moléculas ativas para serem isoladas e/ou
modificadas, tem se mostrado promissora no tratamento complementar de
diferentes tipos de tumores, principalmente por seus efeitos sinérgicos quando
combinados aos quimioterapicos disponiveis no mercado, além de menores

efeitos colaterais e imunomodulacdo (Hemmati et al., 2023).

Os alcaloides sao classificados como metabolitos secundarios de origem
natural, caracterizados como compostos quimicos organicos que apresentam um
ou mais nitrogénios em sua estrutura, e demonstram diversas atividades

biolégicas, dentre elas a atividade anticancerigena (Olofinsan K et al., 2023).

A familia Amaryllidaceae, subfamilia Amaryllidoideae, € um taxon de grande
importancia que se encontra adaptada a diversos habitats como florestas, estepes

e desertos. Além disso, contam com 1600 espécies classificadas em 75 géneros



(Scobeyeva et al., 2021). Além disso, € amplamente conhecida por ser uma planta
bulbosa e/ou rizomatosa, que apresenta uso popular como ornamental, medicinal
e farmacéutico. Sua distribuicdo geografica € diversificada, contudo suas
espécies tém predominancia nas regides tropicais e subtropicais, como o
Mediterraneo, a Africa e a América do Sul. Estas plantas tém reconhecimento por
seus metabdlitos secundarios com atividade biologica, com destaque para os
alcaloides isoquinolinicos. Esses alcaloides séo sintetizados a partir das vias do
shikimato e dos fenilpropanoides e apresentam diversidade estrutural como a
licorina, a galantamina, a haemantidina, a narciclasina e a pancratistatina. Até o
momento, mais de 600 alcaloides foram identificados. (Masi et al., 2020;
Desgagné-Penix e Singh., 2014; Kornienko e Evidente., 2008; Zin j e Xu., 2013).
No meio cientifico, alcaloides como Licorina, Galantamina, Homolicorina e
narciclasina inibem a acetilcolinesterase e séo utlizados no tratamento do
Alzheimer (Paiva et al., 2023). Além disso, existem relatos de derivados
cumarinicos que exerceram efeitos toxicos em células tumorais A431 (Carcinoma
epiderméide). (Masi et al., 2019). Outros estudos com alcaloides do tipo licorina e
crinina isolados de Crinum jagus (Amaryllidaceae) e Eucharis bonplandii
(Amaryllidaceae) demonstraram atividade citotoxica contra linhagens celulares de
cancer gastrico AGS, sugerindo a existéncia de outros compostos com atividade

antitumoral (Trujillo L et al., 2023).

A cultura celular in vitro € amplamente utilizada para predizer, a curto prazo,
a resposta bioldgica a determinado tipo de patdgeno (Hudu et al., 2016). E apesar
da presenca de diversas metodologias investigativas, a cultura de células
desempenha uma importante funcdo no tratamento do céancer, desde o
diagnostico até a elucidacdo de mecanismos celulares (Tutty MA et al., 2023).
Sendo assim, algumas linhagens como B16F10 (cancer de pele), K562 (leucemia
mieloide crbnica) sdo utilizadas como teste de atividade anticancerigena, como
por exemplo, de compostos pirazol. (Bennani, FE et al., 2022). Além disso,
linhagens tumorais como KG1 (Leucemia Mieloide Aguda) séo utilizadas para
avaliar a viabilidade frente a extratos, como o Feno-grego (Fabaceae), onde sdo
avaliados resultados citotoxicos, inibicho do crescimento, modificacbes
morfolégicas e morte celular. (Alizadeh S et al., 2009). Contudo, estudos com

extratos de Habranthus robustus frente a linhagens KG1 sdo escassos, mas



podem apresentar efeito indutor da apoptose, mecanismo esse presente em
plantas da familia Amaryllidaceae como o Allium sativa. (Hassan H.T., 2004).
Assim, demonstra-se que a utilizagdo de culturas celulares auxilia na
compreensao de interacdes e sinalizacdes moleculares e celulares, delineando
mecanismos quimicos e moleculares, além de reduzir o uso de animais de
laboratorio (Habanjar O et al., 2021).

2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 A carcinogénese

A carcinogénese é um processo que elenca diversos estagios envolvidos na
mutacao ou modificacdo de genes reguladores de células normais, e desta forma
origina células cancerigenas. Neste ponto, as células normais sofrem uma
perturbacdo em sua homeostase por alteracfes displasicas, hiperplasicas ou
regenerativas (Sonnenschein C, Soto AM., 2016). Ha diversos fatores que podem
induzir a carcinogénese, como fatores fisicos (radiacGes ionizantes e nao
ionizantes), quimicos (amianto, arsénico, etc.), bioldgicos (toxinas), animais
(insetos), mutacéo genética, entre outros.

Atualmente, entende-se que a alteracdo genética € necessaria, mas néo o
Gnico motivo para o inicio e progressdo do cancer, tendo em vista que existe um
ecossistema complexo que envolve uma variacdo de células ndo cancerosas e suas
inmeras func¢des dentro do tumor ou no microambiente tumoral. (De Visser, K. E.
Joyce, J. A., 2023. Contudo, a alteracdo genética celular causa anomalias na
estrutura dos genes que regulam o crescimento e diferenciacao celular, isto inclui
fatores externos e mutacdes espontaneas. Neste quesito, alguns tipos de céancer
apresentam fatores determinantes por processos enddgenos que induzem a
mutagénese intrinseca. Além disso, muta¢gbes espalhadas no genoma alteram
propriedades celulares, desenvolvendo um mecanismo de resisténcia a
homeostase que regula a divisao celular, originando a metastase (Baba, A. I. Et al.,
2007).

Neste ponto, a avaliacdo de novos compostos com potenciais cancerigenos
e anticancerigenos se faz necessaria, uma vez que constitui uma etapa essencial
para avaliacdo de riscos em uma terapia em potencial. Assim, a avaliacdo do

potencial carcinogénico mais eficiente de compostos quimicos ou bioldgicos € o



estudo in vivo. Contudo, isso acarreta agravantes como o tempo elevado e a grande
guantidade de animais para obtencdo de um resultado, além de ser oneroso e
impossibilitar o rastreio de multiplos compostos simultaneamente (STEINBERG, P.,
2016).

2.2 Os estudos in vitro

Os estudos in vitro, como culturas de linhagens tumorais, sdo Uteis para
testes de genotoxicidade e citotoxicidade, possibilitando a identificacdo e
determinacédo de agentes toxicos, assim como seu potencial terapéutico, reduzindo
significativamente o uso de animais de laboratério (STEINBERG, P., 2016). Outro
ponto € o uso da triagem in vitro para reposicionar medicamentos ou descobrir
novos mecanismos de acdo complementares as terapias farmacolédgicas
disponiveis no mercado, podendo configurar uma identificagdo mecanicista de
compostos ou uma identificacdo acidental para uma classe alvo especifica,
aumentando a viabilidade dos processos na busca por tratamentos mais eficazes
(Wilkinson GF, Pritchard K., 2015).

2.3 As linhagens tumorais

As Linhagens celulares tumorais sdo valiosas na busca de compostos com
atividade biolégica em diversos tipos de cancer, e seu principal uso é relacionado a
capacidade de fornecer uma fonte indefinida de material biolégico para fins de
pesquisa, permitindo uma disponibilidade da linhagem para outros pesquisadores,
além de uma caracterizacdo citolégica detalhada, prova de neoplasticidade e
autenticidade, tendo em vista a propriedade de reter propriedades do cancer de
origem (Mirabelli P, et al., 2019).

A limitacéo evidente desta técnica é a incapacidade destas células cultivadas
interagirem com outras células, similar ao que ocorre no organismo humano, logo,
nao sofrerem efeitos de sinalizagdo celular como potenciais de crescimento,
inflamacéo e diferenciacdo. Ademais, a arquitetura tecidual é distinta do organismo
humano, e o metabolismo dos compostos ndo se assemelha ao in vivo, 0 que pode
ocasionar uma resisténcia ou susceptibilidade maior ao composto quimico/bioldgico
testado, nado refletindo em sua totalidade os efeitos toxicos e terapéuticos (Mirabelli
P, etal., 2019).

2.3.1 Linhagem KG1

A linhagem celular KG1 é utilizada na pesquisa e em estudos sobre a

leucemia mieloide aguda (LMA) e representa um modelo Util para o entendimento
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sobre as caracteristicas moleculares e celulares associadas a leucemia. Estas
células permanecem com as caracteristicas das células progenitoras
hematopoiéticas, apresentando baixa capacidade de adesdo e alta proliferagéo.
Além disso, é ideal para explorar o comportamento celular leucémico frente as
interacbes com o microambiente tumoral e as respostas as diversas terapias
experimentais. Alguns estudos revelaram que esta linhagem tem sensibilidade a
compostos antitumorais no quesito de inducdo da apoptose ou alteracdo da
diferenciacao celular. Pesquisas recentes reforcam o seu papel na busca de novas
terapias inovadoras, oferecendo artificios para abordagens precisas e
personalizadas no tratamento do cancer hematolégico. (Mrézek et al.). 2003;
Cassier et al. 2017)

2.3.2 Linhagem K562

A linhagem celular K562 é derivada de uma leucemia mieloide crénica (LMC)
e é utilizada em estudos oncolégicos para investigar mecanismos moleculares e
avaliar terapias antitumorais. A K562 € empregada em pesquisas que exploram a
diferenciacdo celular, apoptose e resisténcia a medicamentos, principalmente
porque essas células mantém as caracteristicas genéticas da fusdo BCR-ABL,
responsavel pela ativacdo da tirosina-quinase, tornando-se um alvo em potencial
para novas terapias. (Poudel G., 2022)

2.3.3 Linhagem B16F10

A linhagem celular B16F10 € um modelo de melanoma murino
frequentemente empregado para estudar a progressédo do melanoma, a formacao
de metastases e as respostas a terapias antitumorais. A linhagem B16F10 tem
elevada capacidade de formar metastases e, por esse motivo, também € utilizada
para investigar a angiogénese, uma vez que induzem a uma forte resposta
angiogénica em experimentos in vivo. Ademais, alguns estudos tém explorado
caracteristicas como resisténcia a apoptose. Ja em experimentos in vitro, as células
exibem uma alta taxa de proliferacdo e invasividade, tornando-as adequadas para
investigar vias moleculares na busca de compostos bioativos como extratos naturais
e agentes sintéticos que culminem na reducao da viabilidade celular. (Potez et al.).
2018; Seong et al. 2012).

2.4 O uso de fitoquimicos

No ambito da pesquisa em linhagens tumorais, a utilizagéo de fitoquimicos

tem grande importancia, tendo em vista que muitos dos medicamentos disponiveis
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no mercado derivaram de plantas (Newman e Cragg., 2020). Os fitoquimicos séo
metabdlitos secundarios de plantas com propriedades bioativas, usados
principalmente como adjuvantes no tratamento de certas enfermidades, dentre
essas, o cancer. Ademais, diversos estudos sinalizam que a classe dos flavonoides
e alcaloides apresenta maiores efeitos antitumorais, indicando um potencial a ser
explorado (Khan AW, et al., 2022). Os alcaloides e flavonoides podem agir em
distintas vias das neoplasias, dentre elas as vias apoptéticas, inibicdo da
proliferagao celular, modulag&o do ciclo celular e estresse oxidativo, resultando no
controle celular ou facilitando a atuacdo de medicamentos antineoplasicos (Wink
M., 2015).

2.5 A familia Amaryllidaceae

A familia Amaryllidaceae € de grande importancia por conter diversos
alcaloides com potencial biolégico. Esta familia conta com mais de 1600 espécies
classificadas em 75 géneros, e conta com mais de 600 alcaloides documentados
até 2018 (Berkov et al., 2020; Scobeyeva et al., 2021). Sua distribuicdo geografica
é diversificada, contudo suas espécies tém predominancia nas regides tropicais e
subtropicais, como o Mediterraneo, a Africa e a América do Sul.

Estas plantas tém reconhecimento por seus metabdlitos secundérios, como
flavonoides, flavanas, terpenos, além de alcaloides como Licorina, galantamina,
haemantidina, com atividades biolégicas contra o estresse oxidativo, 0os micro-
organismos e tumores, com destaque para os alcaloides isoquinolinicos. (Singh B,
K.) D., 2015) Esses alcaloides sao sintetizados a partir das vias do shikimato e dos
fenilpropanoides e apresentam diversidade estrutural como a licorina, a
galantamina, a haemantidina, a narciclasina e a pancratistatina. (Masi et al., 2020;
Desgagné-Penix e Singh., 2014; Kornienko e Evidente., 2008). Estes alcaloides
apresentam atividades antiproliferativas potentes e especificas em linhagens
tumorais, uma vez que sao capazes de modular o ciclo celular, influenciando
diretamente na manutencdo da homeostase celular (Nair JJ, van Staden J., 2018).

O Allium sativum, popularmente conhecido como alho, é o principal
representante da familia Amaryllidaceae de uso popular. Existem diversos estudos
indicando que os compostos quimicos presentes, como alcaloides, terpenos e
organossulfurados, possuem propriedades imunomoduladoras, antioxidantes e

anti-inflamatoérias que auxiliam no controle da proliferacdo tumoral (Schéafer G,
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Kaschula CH., 2014). Outra planta com potencial antineoplasico é Habranthus
robustus, tendo em vista que o alcaloide haemantidina, apesar de conter poucos
estudos disponiveis, demonstra atividade citotoxica contra linhagens celulares
HaCaT (Queratindcitos), A431 (Carcinoma epidermoide) e AGS (Adenocarcinoma
gastrico) (Masi M., et al., 2022).

3 JUSTIFICATIVA

A pesquisa em cultura de células tumorais ressalta sua importancia no
aprofundamento do conhecimento das interagdes celulares com a progresséo
tumoral em ambiente controlado, facilitando a avaliaco de compostos
anticancerigenos, assim como a elucidacdo de alvos terapéuticos. Pode-se
salientar que a aplicacédo do teste in vitro serve como predicdo de efeitos toxicos
ou medicinais, o que pode conduzir de maneira mais assertiva o estudo in vivo,
reduzindo custos associados aos ensaios clinicos e os riscos bioldgicos. O estudo
visa investigar a viabilidade e o potencial citotoxico de distintas linhagens celulares
na presenca de extratos e alcaloides da planta Habranthus robustus, além de
investigar a seletividade destas amostras para linhagens tumorais, comparando
seu efeito numa linhagem de fibroblastos de camundongo.

Autores como Chen Z., et al. (2018) demonstram que a quimiossensibilidade
celular in vitro pode estar relacionada clinicamente com o aumento da sobrevida
livre da doenca, e sugerem a implementacdo de testes de suscetibilidade a
medicamentos in vitro antes da quimioterapia para prevenir a ocorréncia de
resisténcia priméria aos medicamentos e tratamento medicamentoso inadequado.
Desta forma, ressalta-se a relevancia clinica do presente estudo in vitro na procura
de novos compostos terapéuticos para determinados tipos de neoplasias,
contribuindo para o desenvolvimento de novos farmacos e/ou tratamentos, assim

como a elucidacdo de mecanismos e potenciais citotdxicos.

4 OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a atividade antitumoral do extrato bruto do bulbo e das folhas, além
de dois alcaloides (haemantidina e um derivado de haemantidina) isolados da

planta Habranthus robustus, pertencente a familia Amaryllidaceae.
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4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar a viabilidade celular em linhagens KG1, K562 e B16F10 na
presenca de extrato bruto de flores, bulbo e alcaloides extraidos da

planta Habranthus robustus.

e Avaliar a citotoxicidade dos extratos de Habranthus robustus e
alcaloides isolados heamantidina e derivado de haemantidina em

células da linhagem NIH/3T3 (fibroblastos de camundongos).

e Calcular a concentracdo inibitéria média (CI50) e a concentracéo

citotoxica média (CC50).

e Avaliar a seletividade das amostras quanto as linhagens tumorais,
com base nos ensaios de viabilidade e citotoxicidade em linhagem
NIH/3T3.

5 METODOLOGIA

6.1. Material vegetal e preparacdo dos extratos

O extrato bruto (EB) da planta Habranthus robustus foi preparado e
gentilmente cedido pelo Departamento de Quimica da Universidade Federal do
Espirito Santo (UFES). Brevemente, a planta foi seca em estufa para facilitar a
trituracdo. O material triturado foi entdo submetido a trés ciclos de maceracao
utilizando metanol como solvente. O metanol, por sua polaridade, é capaz de extrair
uma ampla variedade de compostos, incluindo os alcaloides de interesse. Apés
cada ciclo, o extrato liquido foi filtrado para separar o material sélido. Em seguida,
o solvente foi evaporado a vacuo, resultando em um extrato bruto seco, pronto para
analises quimicas e testes biologicos (FEU., 2024). Os alcaloides haemantidina e
derivado de haemantidina foram obtidos por extracdo acido-base, isolados e
purificados 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 concentracao
de 100 mg/mL e armazenadas em geladeira (4°C) no laborat6rio de Biologia
Molecular da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul (UFMS) até o uso nos

experimentos de viabilidade.
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6.2. Atividade antitumoral

O ensaio de atividade antitumoral foi realizado no Laboratério de
Parasitologia da UFMS e seguiu o estudo de Feu (2024) onde as 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 penicilina e 100
pHg/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich/EUA) foram distribuidas na densidade de
1x10™M células/poco, em placas de 96 pocos, nas condicbes padronizadas,
contendo os extratos nas concentragdes de 1000 a 1,56 pg/mL. As placas foram
incubadas por 48 horas a 37°C, e apés esse periodo a avaliacdo da viabilidade foi
feita por espectrofotometria pelo método da resazurina (Sigma-Aldrich/EUA) em
cada poco. A porcentagem de viabilidade para cada concentracdo 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 uM).

6.3. Citotoxicidade

O ensaio de citotoxicidade foi realizado no Laboratorio de Parasitologia da
UFMS e seguiu o estudo de Feu (2024), onde células da linhagem NIH/3T3 em meio
RPMI devidamente suplementado foram distribuidas na densidade de 1x10"°4
células/poco, em placas de 96 pocos, nas condi¢cdes padronizadas, contendo o0s
extratos nas concentracfes de 1000 a 15,6 ug/ml. As placas foram 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 poco.
A porcentagem de viabilidade para cada concentragéo de extrato foi calculada em
relagéo ao controle de vida (CV) somente com meio. O controle positivo de morte

foi feito com doxorrubicina (0,078 a 5 puM).

6.4. Analise dos resultados

Todos o0s experimentos foram realizados em quadruplicata. Quando
necessario comparar variancias, foi utilizado teste de ANOVA e pds-teste de Tukey,
com auxilio do programa GraphPad Prism 5.0. O nivel de significancia foi de 5%.
Para calculo da CI50 (Concentracdo Inibitdria média) e CC50 (Concentragéo

Citotoxica Média), foi feita uma regressédo nao linear dos resultados obtidos, e 0
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indice de seletividade (IS) foi obtido pela razdo de CC50 por CI50. Considerou-se
alta citotoxicidade (<10ug/ml), média citotoxicidade (10 a 100 ug/ml) e baixa

citotoxicidade (>100ug/ml).

6 RESULTADOS E DISCUSSAO
Para avaliar a atividade antitumoral dos diferentes extratos de Habranthus
robustus, as amostras foram diluidas em meio RPMI devidamente suplementado,
com concentracdes variando de 1,56 a 1000 pg/mL, e incubadas diferentes
linhagens de células tumorais por 48 horas a 37°C. Ap0s esse periodo, a viabilidade
das células foi avaliada por espectrofotometria pelo método da resazurina. (Feu

2024). Os resultados estédo na Figura 1.
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Figura 1: Atividade antitumoral dos extratos de Habranthus robustus. Diferentes extratos da planta
foram incubados com as linhagens tumorais K562(A,B,C), KG1 (D,E,F) e B16F10(G,H,l) por 48 horas,
e a viabilidade foi avaliada por espectrofotometria. A, D e G — extrato bruto (EB) dos bulbos; B, Ee H —
EB das flores; C, F, e | — Controle com Doxorrubicina. *, ** e *** significam p<0,05, p<0,01 e p<0,001,
respectivamente. (One-way ANOVA seguido de pds-teste de Tukey).
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Podemos observar que em relacéo a linhagem K562 (A, B, C), o extrato bruto
(EB) do bulbo reduziu consideravelmente a viabilidade celular, evidenciado pela
diminuicdo constante a viabilidade em funcdo do aumento da concentracdo do EB,
(15,125 ug/ml a 125 ug/ml), apds isto o valor permanece constante estatisticamente,
indicando uma possivel resisténcia celular, tendo em vista que ndo ha evidéncia de
uma relacéo dose-concentracéo; neste ponto percebe-se que a eficiéncia na reducéo
da viabilidade foi superior a doxorrubicina, uma vez que atingiu valores inferiores a
50%. O EB das folhas reduziu a viabilidade das células tumorais, sendo mais evidente
na concentracdo de 1000ug/ml, a qual obteve valores proximos a 50% da viabilidade
celular, contudo, trata-se de uma concentracdo elevada que pode ser toxica para as
células saudaveis. Outro ponto é em relacdo as concentragdes de (15,125 ug/ml a 500
ug/ml), é possivel perceber que a variacdo da viabilidade é minima, indicando um
possivel mecanismo de resisténcia celular ou uma ineficiéncia do composto testado,
podendo cogitar uma variacdo de concentracao fitoquimica entre bulbo e folhas. Por
fim, a doxorrubicina demonstrou uma reducdo gradual da viabilidade de acordo com
0 aumento da concentracdo do farmaco, fato esse esperado, tendo em vista a sua
caracteristica citotoxica, o que indica uma eficiéncia superior ao EB das folhas, onde
a dose de 0,078uM de doxorrubicina foi equivalente a concentracdo de 15,125ug/ml
do EB das folhas.

Em relacdo a linhagem KG1 (D, E, F), o EB do Bulbo nas concentracdes
menores (1,56 e 3,125 yg/mL) demonstra uma leve reducéo na viabilidade celular,
porém significativa, tendo em vista o p<0,05. J& em concentracdes intermediarias
(6,25 a 25 ug/mL), o efeito citotoxico € mais pronunciado, onde a viabilidade obtém
valores abaixo de 50% e diferencas estatisticas significativas, sendo p<0,01 para 6,25
ug/ml e p<0,001 para 12,5 e 25ug/ml. Em relacéo as concentracdes mais altas (50—
100 pg/mL), a viabilidade atinge valores inferiores a 50%, sugerindo uma resposta
dose-dependente com aumento de eficacia, sugerindo a presenca dos alcaloides
Licorina e Norbelladina, como demonstrado no estudo de Girard et al. (2022) frente a
uma linhagem leucémica (THP-1). O EB das folhas indicou um efeito dose-
dependente, onde as concentragdes (15,625 a 125 ug/mL) nao demonstraram efeito
significativo na viabilidade celular, mantendo valores préximos ao controle, enquanto
as concentragdes (250 a 1000 ug/mL) indicam uma redugéo expressiva na viabilidade
celular, com maior impacto nas concentracoes de 500 e 1000 ug/ml, onde obteve

valores proximos de 50% e p<0,001. Essa caracteristica de dose-dependéncia sugere
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que as folhas podem conter compostos bioativos que, em altas concentracées,
apresentam citotoxicidade, como Licorina e Pretazetina, sugeridos por Cole et al.
(2019). Por fim, a doxirrubicina em concentracées mais baixas (0,031-0,500 uM)
apresenta pouca alteragcdo na viabilidade celular, indicando baixo efeito citotoxico,
enguanto a concentracdo mais alta (2 uM) demonstra uma reducéo significativa na
viabilidade, atingindo valores proximos a 50% e p<0,001. Uma hipotese é que, em
concentracbes baixas, as células podem expressar mecanismos de resisténcia
intrinseca como bomba de efluxo que ndo permitem que doxorrubicina exerca seu
efeito citotéxico, como indicado por Szakacs, G., et al. (2006).

Em relacédo a linhagem B16F10 (G, H, I), o EB do Bulbo nas concentracdes
menores (15,125 e 31,25 pg/mL) n&o houve reducado na viabilidade celular e a margem
de erro estatistico foi pronunciada, indicando uma variagdo na leitura das amostras.
Ja na concentragao intermediaria (62,5 ug/mL), o efeito citotoxico é mais elevado e
significativo, onde a viabilidade obtém valores entorno de 60% e diferenca estatistica
significativa com p<0,05. Em relagéo as concentra¢des mais altas (125-1000 ug/mL),
a viabilidade atinge valores inferiores a 50%, sugerindo uma resposta dose-
dependente, tendo em vista a pouca variacdo da viabilidade entre as concentracfes
e a diferenca altamente significativa em relacdo ao controle (p<0,001). O EB das
folhnas ndo indicou uma diferenca estatistica significativa, principalmente devido a
elevada variacdo dos resultados nos poc¢os que culminou em um elevado intervalo de
erro entre as concentracdes (15,125 a 500 ug/ml), e neste caso, a sobreposicao dos
erros demonstra valores estatisticamente similares ao CV, contudo a concentracéo
(1000 ug/ml) demonstrou uma relacdo dose-dependente com diminuicdo da
viabilidade e diferenca altamente significativa (p<0,001) em relagéo ao controle. Por
fim, a doxorrubicina em concentragbes mais baixas (0,078-0,3125 uM) néao
apresentou diferenca estatistica significativa devido a motivos supracitados na
discussdo do EB das Folhas. Contudo, as concentragcbes (0,625 a 2,5 uM)
demonstram uma reducdo mediana na viabilidade, atingindo valores préximos a 60%
e valores estatisticamente significativos (p<0,05) em relacdo ao controle. Uma
hipotese para a diminui¢do da viabilidade pode ser o estresse oxidativo causado pela
doxorrubicina, que aumenta a liberacdo de ROS que lesam as células, como
demonstrado por Dutordoir M.R e Bates D.A. (2016). A concentragao (5uM) cursa com
o conceito de dose-dependéncia, uma vez que retrata a reducdo da viabilidade para

valores inferiores a 50%, paralelo ao aumento abrupto da concentragéo, obtendo uma
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diferenca altamente significativa frente ao controle (p<0,001).

Os extratos de Habranthus robustus também foram avaliados quanto a
citotoxicidade na linhagem celular NIH/3T3, linhagem celular de fibroblastos de
camundongo. As células foram incubadas com diferentes concentragdes dos extratos
(de 15,625 a 1000 pg/mL) em meio RPMI devidamente suplementado por 48 horas a
37°C e 5% de CO2. ApoOs esse periodo, a viabilidade das células também foi avaliada
pelo método da resazurina. (Feu 2024).

Podemos observar que os extratos foram citotoxicos de forma dose

dependente para as células NIH/3T3. Os resultados estéo ilustrados na Figura 2.

A EB Habranthus robustus B EB Habranthus robustus
bulbo folhas
1501 1504
- =
100+
3 3
-] B
5 .
> > o B NS LU B Bl o™
S x>
oL 9

concentracao (ug/mlL) concentracao (pg/mlL)

Figura 2: Avaliacéo da citotoxicidade dos extratos de Habranthus robustus. Extrato bruto (EB) do bulbo
EB das flores foi incubado com fibroblastos da linhagem NIH/3T3 por 48 horas, e a viabilidade foi
avaliada por espectrofotometria. A — Extrato bruto (EB) do bulbo; 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).

Nesta figura 2, é possivel notar que os efeitos citotoxicos foram mais evidentes
no EB do bulbo, uma vez que os efeitos se iniciaram, de forma singela, em doses
menores (31,25 ug/ml) se comparados com o EB das folhas na mesma concentragao.
Ademais, a viabilidade do EB do bulbo nas concentrac¢des (62,5 a 1000 ug/ml) reduziu
progressivamente, obtendo valores préximos de 50%, enquanto no EB das folhas as
concentragcbes (31,25 a 125 ug/ml) se mantiveram estatisticamente constantes e
préximas a 100% de viabilidade, e obtiveram resultados progressivos de queda de
viabilidade a partir de 250ug/ml até 1000ug/ml, onde alcancou 50% de viabilidade,

evidenciando uma dose-dependéncia elevada para efeito citotoxico.
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Para uma melhor interpretacdo dos resultados obtidos de atividade
anticancerigena e citotoxicidade, realizou-se uma regressao nao linear dos resultados
obtidos para o calculo das concentragBes inibitérias de 50% das células e
concentracdes 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 Clsg, CCso € indice de seletividade das amostras de Habranthus
robustus

IC50 K562 CC50 fibroblastos indice de
Amostra (ng/mL) NIH/3T3 (pg/mL) seletividade (IS)
EB H. robustus bulbo 79,43 61,09 0,77
EB H. robustus folhas >1000 258,80 0,26
Doxorrubicina 3,72 4,67 1,25
IC50 KG1 CC50 fibroblastos indice de
Amostra (ng/mL) NIH/3T3 (pg/mL) seletividade (IS)
EB H. robustus bulbo 14,79 61,09 4,13
EB H. robustus folhas 537,0 258,80 0,48
Doxorrubicina 1,99 4,67 2,35
CC50 fibroblastos indice de
Amostra IC50 B16 (ug/mL) NIH/3T3 (ug/mL) seletividade (IS)
EB H. robustus bulbo 158,49 61,09 0,38
EB H. robustus folhas 631,0 258,80 0,41
Doxorrubicina 2,15 4,67 2,17

Clso: concentracdo inibitéria de 50% das células cancerigenas; CCso: concentracdo citotdéxica em 50%
das células NIH/3T3; IS: indice de seletividade, obtido pela razdo entre CCso e Clso.

Observando os resultados das Figuras 1 e 2 e da Tabela 1, podemos notar que
as amostras de Habranthus robustus reduziram de forma significativa e dose
dependente a viabilidade de células de diferentes linhagens tumorais nas condi¢cbes
testadas.

Para a célula K562, o EB do Bulbo demonstrou ser moderadamente citotoxico
(1C50=79,43 ug/mL), porém indica baixa seletividade (1IS=0,77) e toxicidade relevante
para os fibroblastos (61,09 ug/ml), obtendo resultados inferiores a doxorrubicina,
enguanto o EB das folhas demonstra alta toxicidade para os fibroblastos e baixissimo
efeito antitumoral.

As células KG1, o EB do Bulbo, indicam boa atividade antitumoral (IC50=14,79
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ug/mL) e boa seletividade (IS= 4,13), sugerindo menor toxicidade para os fibroblastos,
obtendo valores superiores aos da doxorrubicina. Enquanto isso, o EB das folhas
demonstrou atividade antitumoral extremamente baixa (IC50: 537 ug/ml) e baixa
seletividade (1S=0,48).

As células B16F10, o EB do Bulbo, indicam citotoxicidade reduzida
(IC50=158,49 ug/ml) e baixissima seletividade (1S=0,38), enquanto o EB das folhas
indica atividade antitumoral muito fraca (IC50=631 ug/ml) e baixa seletividade
(1S=0,41). Em ambos os casos, os EB séo toxicos para as células de fibroblastos e
nao demonstram vantagens na sua utilizacao frente a doxorrubicina.

Com esses resultados, é possivel perceber que os EB de H. robustus
demonstraram melhor atividade antitumoral em células KG1 (IC50= 14,79 ug/mL) e
menor eficacia em células B16F10 (IC50= 158,49 ug/mL) e K562 (IC50= 79,43 ug/mL).
Enquanto, os EB das folhas foram ineficazes, com IC50 muito superiores em todas as
linhagens tumorais. O bulbo apresentou maior seletividade para células KG1 (IS=
4,13), sendo 0 mais promissor para tratamentos que sejam focados nessa linhagem.
Hipbéteses que corroboram para os efeitos antitumorais observados principalmente
nas células KG1 podem ser baseadas nos estudos de Pellegrino et al. (2018) que
reforcam a presenca do alcaloide Haemantidina, que € capaz de se ligar ao ribossomo
eucariotico e inibir rearranjos conformacionais do RNA, além de ativar a resposta de
estresse nucleolar antitumoral que é dependente de P53, atuando assim no bloqueio
maturativo celular afetado por esta doenca. Outros compostos citados pelo estudo
fitoquimico de Singh B. (2015) sao flavonoides, flavanas, fosfolipideos, esterais,
lecitinas, terpenos giberelinas, além de diversos alcaloides com efeitos biolégicos que
podem contribuir de forma sinérgica para compostos citotoxicos, ou aumentar a
interacdo com receptores regulatorios.

Considerando a citotoxicidade das amostras frente as células NIH/3T3, ambas
as amostras apresentaram citotoxicidade dose-dependente, em sua maioria indicando
indices de seletividade (razdo da CCso pela Clso de cada amostra) baixos para todas
as linhagens, com exce¢do do EB do Bulbo frente a KG1 que sinalizou uma
seletividade interessante (1IS=4,13) pelas células tumorais. Neste caso, ndo se sabe
com precisdo qual composto quimico é responsavel pelo efeito observado, contudo,
alguns estudos, como o de Perinova et al. (2020), cogitam a possibilidade de
alcaloides supracitados, como Haemantidina, que apresenta hidroxilas em sua

estrutura e que pode demonstrar uma caracteristica polar que permearia a membrana
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celular por difusdo passiva. E interessante observar também os resultados obtidos
para a doxorrubicina (farmaco citotoxico utilizado amplamente no tratamento de
diversos tipos de tumores), neste caso o indice de seletividade se manteve elevado
em todos os testes, reforcando sua caracteristica citotoxica seletiva, contudo a
linhagem K562 obteve valores levemente superiores de citotoxicidade, reforcando a
ideia de que esta linhagem tem mecanismos intrinsecos de resisténcia ao farmaco,
como fatores de iniciagdo e manutencgao tumoral, como citado por Xin H et al. (2013).

A atividade antitumoral de alguns alcaloides encontrados em plantas da familia
Amaryllidaceae também foi testada. Os alcaloides haemantidina, um derivado da

haemantidina.
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Figura 3: Atividade antitumoral de alcaloides da Familia Amaryllidaceae. Diferentes concentracfes
dos alcaloides foram incubadas com as linhagens tumorais K562, KG1 e B16F10 por 48 horas, € a
viabilidade foi avaliada por espectrofotometria. A — haemantidina, B — seu derivado. *,** *** gignificam
p<0,05, p<0,01 e p<0,001, respectivamente. (One-way ANOVA seguido de pOs-teste de Tukey).

A citotoxicidade dos alcaloides em células NIH/3T3 também foi analisada.



% viabilidade

Haemantidina

concentragéo (uM)

22

B Dperivado Haemantidina

% viabilidade

Figura 4: Avaliacdo da citotoxicidade dos alcaloides da Familia Amaryllidaceae. Diferentes
concentracdes dos alcaloides foram incubadas com fibroblastos da linhagem NIH/3T3 por 48 horas, e
a viabilidade foi avaliada por espectrofotometria. A — haemantidina, B — seu derivado. *, **, *** significa
p<0,05, p<0,01 e p<0,001, respectivamente. (One-way ANOVA seguido de pOs-teste de Tukey).

As Clso e CCso dos alcaldides também foi calculada, assim como os
respectivos indices de seletividade (1S):

Tabela 2: Resultados de Clsg, CCsp € indice de seletividade das amostras alcal6ides da
Familia Amaryllidaceae

IC50 K562 CC50 fibroblastos  indice de
Alcaldide (ug/mL) NIH/3T3 (ug/mL) seletividade (IS)
Haemantidina 630,95 >1000 1,58
Derivado
Haemantidina 398,10 >1000 2,51
Doxorrubicina 3,72 4,67 1,25

IC50 KG1 CC50 fibroblastos  indice de
Alcaldide (ug/mL) NIH/3T3 (ug/mL) seletividade (IS)
Haemantidina 6,80 >1000 147,06
Derivado
Haemantidina 680,77 >1000 1,47
Doxorrubicina 1,99 4,67 2,35

IC50 B16 CC50 fibroblastos  indice de
Alcaldide (ug/mL) NIH/3T3 (ug/mL) seletividade (IS)
Haemantidina 1479,11 >1000 0,68
Derivado
Haemantidina 1333,52 >1000 0,75
Doxorrubicina 2,15 4,67 2,17

Clso: concentragdo inibitoria de 50% nas células tumorais; CCso: concentracdo citotoxica em
50% das células NIH/3T3; IS: indice de seletividade, obtido pela razéo entre CCsp € Clso.

Podemos notar que o alcaloide Haemantidina frente a linhagem K562

apresentou baixa atividade antitumoral (IC50=630,95 ug/ml) e baixa citotoxicidade nos

fibroblastos (>1000 ug/ml), apesar de o indice de seletividade ser 1,58, logo, os
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resultados demonstram que ndo havera beneficios em relacdo a doxorrubicina, uma
vez que apresenta indice de seletividade préoximo (1S=1,25), porém menor
concentracéo capaz de causar citotoxicidade na célula tumoral (IC50=3,72). Contudo,
se analisarmos os dados do alcaloide derivado da Haemantidina, o indice de
seletividade é mais interessante (1IS=2,51) e retrata uma menor concentracdo capaz
de causar citotoxicidade na célula tumoral (IC50=398,10 ug/ml) e menor efeito tdxico
para os fibroblastos (CC50>1000ug/ml), sugerindo um composto promissor que pode
ser estudado e modificado quimicamente para alcancar resultados melhores frente a
esta linhagem tumoral.

Com relacdo a KG1, o alcaloide Haemantidina apresentou alta atividade
antitumoral (1IC50=6,80 ug/ml), alta seguranca para os fibroblastos (CC50>1000
pg/mL) e altos indices de seletividade (1IS=147,06), demonstrando resultados muito
superiores a doxorrubicina, que apresenta seletividade de 2,35, além de 100 vezes
mais efeito que seu alcaloide derivado (IC50=680,77 ug/ml), sugerindo um excelente
potencial terapéutico frente a KG1.

A linhagem B16F10 frente ao alcaloide Haemantidina e seu derivado
demonstrou baixos resultados de atividade antitumoral (IC50= 1479,11 ug/ml e
1333,52 ug/ml, respectivamente), além de baixa toxicidade para os fibroblastos
(CC50>1000ug/ml) e sem seletividade significante (1S=0,68 e 0,75, respectivamente),
demonstrando que ndo sao boas opc¢des terapéuticas frente a esse tipo de tumor.
Neste caso, os resultados da doxorrubicina sdo superiores aos dos alcaloides.
Contudo, podem ser testadas em outras linhagens tumorais para avaliar seu efeito
bioldgico.

Por fim, os resultados positivos obtidos com a Haemantidina podem estar
relacionados a sua estrutura isoquinolinica com grupos polares como as hidroxilas em
C6, que podem aumentar a interagdo com receptores de membrana e permitirem a
difusdo passiva, como citado por Perinova et al. (2020). Outros estudos, como o de
Havalek et al. (2014), ressaltam que a Haemantidina diminui a viabilidade celular e o
potencial de membrana mitocondrial por declinio de células na fase S, que induziria a
apoptose, uma vez que acumula células no estagio G1 e G2, aumentando os niveis
de pl16 e fatores pro-apoptoticos, obtendo assim maior efeito apoptético em células
leucémicas que tém ciclo celular e maturacéo limitados. Ja em relagéo ao derivado de
Haemantidina, os resultados séo inferiores. Uma hipdtese seria que, pela perda da

hidroxila C6, a polaridade é diminuida em detrimento da formacdo de um éter pela
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insercao do grupo propino, que aumenta o tamanho molecular e impede a formacao
de ligacdes, devido a nuvem eletrbnica presente entre C14 e C15, proveniente da
tripla ligagcdo entre carbonos. Sendo assim, a molécula em questdo néo seria capaz
de atravessar a membrana por difusdo passiva e nem interagir eficientemente com o
ribossomo eucarioto. A estrutura molecular dos alcaloides se encontra abaixo na

figura 5.

Haemantidina //l-l

Derivado | haemantidina

Figura 5: Alcaloides encontrados na Familia Amaryllidaceae

10 CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos, tanto dos extratos brutos (bulbo e folhas) de
Habranthus robustus quanto dos alcaloides isolados, pode-se notar atividades
antitumorais interessantes, com diferencas marcantes em eficacia e seletividade.

Os extratos do bulbo demonstraram maior eficacia citotoxica em relacdo as
linhagens tumorais hematolégicas (KG1 e K562), com baixos valores de IC50. No
entanto, com menor seletividade em comparacdo a doxorrubicina, sinalizando a
necessidade de melhorar a seguranca para células ndo tumorais. Os extratos das
folhas exibiram menor atividade antitumoral, com IC50 elevados, sugerindo uma baixa
concentracédo de compostos bioativos no extrato.

Em relagdo aos alcaloides isolados, a haemantidina demonstrou eficacia
superior no tratamento de leucemias, evidenciada pelos valores baixos de IC50 e altos
indices de seletividade frente a linhagem KG1. Esse resultado pode indicar que
compostos bioativos isolados podem superar os extratos em termos de eficacia e
seguranca, ressaltando a importancia de se estudar moléculas mais especificas.

Ademais, apesar de a haemantidina ter apresentado baixa eficacia em relacdo

ao melanoma, o perfil dos alcaloides, associado aos resultados de baixa toxicidade
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para fibroblastos, traz a tona o potencial do H. robustus como fonte de novos agentes
antitumorais. No tocante aos extratos brutos, sua composicdo contém misturas
complexas de compostos secundarios ativos que podem atuar de forma sinérgica ou
até serem melhorados para alvos especificos.

Por fim, tanto os extratos quanto os alcaloides oferecem potenciais no combate
ao cancer, com a maior seletividade e eficacia frente as leucemias vindas dos
alcaloides. Contudo, estudos futuros devem focar na avaliacdo fitoquimica dos
extratos, assim como a otimizacdo de compostos isolados, além da compreensdo
mais aprofundada dos seus mecanismos de acéo, almejando o desenvolvimento de

terapias mais eficazes e seguras.
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