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Acao antiproliferativado flavonoide morina e do extrato da folha de oliveira
(Oleaeuropaea L.) contra a linhagem de célula H460
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RESUMO: O presente estudo investigou a indugéo de morte celular por apoptose pelo flavondéide
morina e pelo extrato da folha de oliveira (Oleaeuropaea L.) em linhagens de células de cancer
de pulmao do tipo ndo pequenas (H460). O tratamento com morina e o extrato de oliveira em
células H460 resultou na redugao do crescimento tumoral e inducao de morte celular avaliados
pelos ensaios de MTT e lactato desidrogenase (LDH) e a morte celular por apoptose confirmada
por microscopia de fluorescéncia e analise por citometria de fluxo. Os dados indicaram que o
flavondide morina e o extrato de oliveira diminuiram a viabilidade celular para taxas percentuais
de 7,22+ 1,54% e 62,37+ 2,85% nas concentragées de 800uM e pg/mL, respectivamente.
As maiores taxas percentuais de morte celular por apoptose foram100% para morina na
concentragéo de 800uM e 70,49 + 5,91% para o extrato de oliveira na concentragdo de 800 ug/
mL. Estes resultados foram associados com a alteragéo do potencial de membrana mitocondrial,
cujos valores séo de 54,91% para morina na concentragao de 400uM e 42,2% para o extrato
de oliveira na concentragdo de 800 pg/mL sugerindo envolvimento da via intrinseca da morte
celular por apoptose. Portanto, morina e o extrato de oliveira afetaram a viabilidade celular da
linhagem H460 induzindo morte celular por apoptose.

Palavras-chave: Linhagens de células H460, morina, extrato de oliveira, atividade antitumoral.

ABSTRACT: The antiproliferative action of morin flavonoid and olive leaf extract (Olea
europaea L.) against the cell line H460. This study investigates possible apoptosis induction
mechanism by the flavonoid morin and the olive leaf extract (Olea europaea L.) in non-small
lung cancer cells (H460). The treatment with morin and olive leaves extract resulted in growth
inhibition and induction of apoptosis in H460 cells lines measured by the MTT assay methods
and confirmed by fluorescence microscopy, flow cytometry analysis. The data indicated that
themurin and the extract of olive decreased the cell viability percentage rates of 7.22 + 1,54%
and 62.37 £ 2,85% in the concentrations of 800 uM and pg/mL, respectively. The highest
percentage rates of cell death by apoptosis were 100% for themorin in a concentration of 800
MM and 70.49 £ 5.91% for the olive extract in a concentration of 800 ug/mL. These findings
were associated with altered mitochondrial membrane potential, whose value is 54.91% for the
murin concentration of 400 uM and 42.2% for the olive extract in a concentration of 800 mg/ mL,
suggesting involvement of the intrinsic pathway of cell death by apoptosis. Therefore, the morin
and the olive extract affect the cell viability of H460 cell lines inducing cell death by apoptosis.

Keywords: H460 line cell, morin, olive leaf extract, antitumor activity

INTRODUGAO

O cancer de pulméo é a principal causa
de morte por cancer no mundo (Hartwell et
al.,2011;Yuan et al., 2013; Holenrieder & Stieber,
2010). No Brasil, a estimativa de novos casos de
cancer de pulmao para 2014 é de 27.330, sendo
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16.400 homens e 10.930 mulheres Inca (2014).
Histologicamente quase todos os tipos
de canceres de pulm&o sédo de origem epitelial e
incluem dois subtipos principais: células pequenas
(CPCP) e células ndo-pequenas (CPNCP) (Hartwell
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etal., 2011). As mutagdes mais frequentes no cancer
de pulmao acontecem nos genes supressores
de tumores P53, que codificam a proteina p53,
reguladora do ciclo celular (Mountzios et al., 2008;
Blum et al., 2011).

Ao longo dos ultimos anos, existe um
crescente interesse em compostos fitoquimicos com
potencial anticaAncer e baixa toxicidade (Attoub et al.,
2011). Varios estudos classificam os flavonoides,
compostos polifendlicos, como inibidores de cancer
por apresentar atividades antioxidantes, controlar
a proliferagao celular, bloquear a angiogénese,
modular enzimas do metabolismo carcinogénico e
detoxificagdo de carcinégenos (Hung et al., 2010;
Amado et al., 2011; Pick et al., 2011).

Morina (2°,3,4,"5,7-pentahidroxifavona) é
uma flavonol isolado a partir de varios espécies
vegetais, como por exemplo na Chloroforatinctoria,
Prumusdulcisraphanussativus L., Lepidiumsativum
L., Cayluseaabyssinica, alem de outras espécies de
plantas da familia moraceae (Tamiru et al., 2012).
Este flavonoide exibe varios efeitos bioldgicos
e bioquimicos incluindo atividades antioxidante,
antiproliferativa, antineoplasica, anti-inflamatériae
cardioprotetora (Figura 01) (Al-Numair et al., 2012;
Naso et al., 2013).
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FIGURA 1. Estrutura da morina (Lianda & Castro,
2008).

As folhas da oliveira (Oleaeuropaea
L.) tém sido usadas por mais de 100 anos
com propodsito medicinal e foram introduzidas
recentemente na Farmacopeia PhEur 5 (Kaeidi
et al., 2011). As principais substancias da folha
de oliva sdo oleuropeina, hidroxitirosol, tirosol,
luteolina, luteolina-7-glicosilada, rutina, diosmetina,
diosmetina 7-glicosilada, acido caféico, acido
p-cumarico, acido vanilico, valinina, apigenina
7-glicosilada, (Isik et al., 2012). Oleuropeina e seus
derivados, tais como hidroxitirosol, tirosol, séo os
componentes mais abundantes na folha de oliveira
e apresentam atividade antioxidante e inibem o
crescimento tumoral de varios canceres (Bulotta et
al., 2014). As ac¢bdes farmacologicas do flavonoide
morina e do extrato de oliveira tém sido pesquisadas
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em diversas doengas degenerativas pelo laboratério
de Biofarmacos do Departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular da UFV. Por este motivo, este
trabalho tem como objetivo a avaliagao da atividade
antineoplasica do flavondide morina e o extrato de
folhas de oliveira contra a linhagem de cancer de
pulméo do tipo ndo pequenas células (H460) in vitro.

MATERIAIS E METODOS
Materiais

As folhas de plantas adultas de oliveira,
nome cientifico Oleaeuropaea L., familia botanica
Oleaceae, foram coletadas em abril de 2012
encontrada na Fazenda Jardim das Oliveiras,
estrada Araponga Estouro, s/n Cdérrego Séao
Gabriel, 20 40 °S/42 25 °W, localizada no sudeste
do estado de Minas Gerais com o auxilio de
tesoura de poda. Amostras foram depositadas no
herbario da Universidade Federal de Vigosa (VIC)
e no herbario Rioclarense (HRCB), Universidade
Estadual Paulista, e identificadas pelo boténico
Julio A. Lombardisob o numero de registro Pereira
01 (VIC: 36.631).

As folhas de oliveira (Oleaeuropaea
L.) foram submetidas a secagem em estufa de
ventilagdo forgada, sob temperatura constante de
40°C até estabilizagao do peso para obter a matéria
seca para os materiais supracitados.

O material desidratado foi triturado com gral
e pistilo; neste procedimento foram utilizados 1,0kg
de folhas de Oliveira e submetido a uma extragéo
por maceragdo em alcool etilico absoluto (PA)
diluido em agua destilada 1:1, conforme metodologia
descrita porWoisky (1996).Ao final, foi verificado o
rendimento do extrato de aproximadamente 200
gramas (20%) e os mesmos foram armazenados em
recipiente plastico opaco, em presenca de agente
dessecante.

O flavonoide Morina (95% de pureza),
3-(4,5-dimetil-2-tiazol) 2,5-difenil-2-H-brometo
de tetrazom (MT), cisplatina, laranja de acridina
e brometo de etidio foram comprados da Sigma
Chemistal (St. Louis, MO, SUA).

Linhagem e cultivo celular

A linhagem de célula H460 foi obtida do
Laboratério de Biologia do Reconhecer do Centro de
Biociéncias e Biotecnologia da Universidade Estadual
Norte Fluminense (Campos dos Goytacazes, RJ).
As células foram cultivadas em meio D-MEM F12
(Gibco, BRL), conforme metodologia descrita por
(Horn et al., 2013).

Ensaio MTT e LDH
Alinhagem de célula H460 foram plaqueadas
em volume de 100 pL/pogo (1x10scels/mL) em
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placas de 96 pocos, tratadas com o flavonoide
morina e o extrato de oliveira nas concentragbes
finais de 50, 100, 200, 400 e 800 yM e pg/mL
para os testes de viabilidade celular com MTT
-3-(4,5-dimetil-2-tiazol) 2,5-difenil-2-H-brometo de
tetrazolium (MTT), conforme metodologia descrita
por Horn et al. (2013). Parte do sobrenadante das
culturas foi utilizada para a dosagem da lactato
desidrogenase (LDH). A determinagdo da enzima
LDH é proporcional ao numero de células mortas
por necrose in vitro. Para quantificacao da LDH foi
utilizado o KIT DOLES.

Analise de apoptose por Microscopia de
fluorescéncia
As células H460 foram incubadas por 12,
24, 36 horas para o composto morina, e 12,24, 36 e
48 horas para o extrato de oliveira. Nao foi realizado
o tempo de 48 horas para morina, pois todas as
células testadas encontravam-se mortas no periodo
de 38 horas. A seguir foram coradas com uma
solucdo de 10 pg/mL laranja de acridina (Sigma) e
10 pg/mL de brometo de etidio (Sigma), conforme
metodologia descrita por (Horn et al., 2013).

Analise do potencial de membrana
mitocondrial por citometria de fluxo
O potencial de membrana mitocondrial foi
analisado utilizando o marcador catiénico lipofilico
fluorescente JC-1 (iodeto de 5,5’,6,6’-tetracloro-
1,1°,3,3-tetraetilbenzimidazolilcarbocianina). As
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linhagens tumorais foram tratadas com o composto
morina (400uM) e o extrato de oliveira (800ug/mL) e
as células foram incubadas por 48 horas em estufa
(37°C e 5% de CO,), conforme metodologia descrita
por (Horn et al., 2013).

Andlise estatistica
Os resultados foram expressos por média +
desvio padrao, analisados de forma independente.
Os ensaios foram analisados por ANOVA - One-
way - seguido de Tukey utilizando o programa
GraphPad versao 5.0. As diferencas significativas
foram consideradas como P<0,05.

RESULTADOS

Determinacgao da viabilidade da célula H460
tratada com o composto morina e extrato de
oliveira (MTT)

Para investigar o efeito do flavonodide
morina e do extrato de oliveira na viabilidade
celular da linhagem tumoral H460, as células foram
expostas a concentragdes crescentes das drogas
testadas por 48 horas e a viabilidade celular foi
mensurada através do ensaio de MTT. Pode-se
verificar na figura 02, que o composto morina e
o extrato de oliveira mostraram-se capazes de
reduzir a viabilidade da linhagem H460 de maneira
dependente de concentragéo para as concentragdes
200, 400 e 800 uM e ug/mL, respectivamente.
A morina reduziu a viabilidade celular das
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FIGURA 2.Efeito citotoxico do composto morina, extrato de oliveira e cisplatina (controle positivo) contra a
célula humana H460, apds 48 horas de incubacéo através do ensaio colorimétrico utilizando MTT (n=3). O zero
significa o controle negativo do teste (células e meio de cultivo). A concentracdo de DMSO foi de 1%. *P<0.05;
valor estatisticamente significante em relagédo ao controle negativo (zero) pelo teste Tukey.
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células H460 para 40,4+4,21%, 34,913,05% e
7,22+1,54% nas concentragdes de 200, 400 €800
MM, respectivamente, quando comparada ao
controle negativo (100%) e o extrato de oliveira
reduziu a viabilidade celular das células H460 para
83,351£15,18% e 62,37+2,85%nas concentragdes
de 400 e 800 pg/mL, respectivamente, quando
comparada ao controle negativo (100%).

Como controle positivo, foi avaliado o efeito
citotéxico do composto cisplatina (uM) para linhagem
de célula H460 que reduziu a viabilidade das células
testadas para 44,41 + 5,51% e 41,63 + 13,7% nas
concentragoes de 100 e 200 uM, respectivamente.
Pelos dados apresentados na figura 02, observa-se
que a morina (40,4 + 4,21%) apresentou valor na
redugéo da viabilidade celular para célula testada
semelhante ao valor da cisplatina(41,63 + 13,7%),
para a concentragdo de 200 yM. Entretanto, o
CE,,da cisplatina (55,87 £1,10uM) é 4 vezes
menor que o CE,, da morina (220,30 +1,08uM),
sendo portanto, mais ativa (Tabela 01). Pesquisas
mostram que a morina possui baixa toxicidade
ao organismo, contrapondo-se a cisplatina que
apresenta resultados limitados pelos efeitos
colaterais como nausea, vomitos e nefrotoxicidade
(Yazici et al., 2012; Said & Tsimberidou, 2014).
Para o extrato de oliveira, ndo foi possivel calcular
o CE,, por nao atingir o limiar de 50%, apresentando
efeito na dose de 800 pug/mL para o método de MTT
(Figura 02).

TABELA 1. CES50 (uM) da morina e do extrato de
oliveira sobre a viabilidade celular baseado no
ensaio de citotoxicidade celular por MTT.

Drogas Testadas CE50H460

Morina (uM) 220,30 £ 1,08
Extrato de oliveira (ug/mL) >800
Cisplatina (uM) 55,87 £ 1,10

Avaliagao da viabilidade celular pela
liberagao da lactato desidrogenase.

A enzima LDH liberada pelas
células neoplasicas H460 foi mensurada em
espectrofotdmetro apds 48 horas de tratamento
com o flavondide morina, e extrato de oliveira em
diferentes concentragbes 50, 100, 200, 400, 800
MM e pug/mL, respectivamente. Na figura 03 pode-se
observar que as linhagens tratadas com o composto
morina apresentaram aumento de liberagdo da
enzima LDH nas concentragdes 100, 200, 400 e
800 uM, indicando que foram capazes de induzir
a liberagdo de LDH na linhagem de célula testada
de maneira concentragao dependente, significando
que houve ruptura da membrana plasmatica nas
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maiores concentragdes o que confirma a redugéo da
viabilidade celular pelo método de MTT. Ja as células
tratadas com o extrato de oliveira foram capazes
de liberar estas enzimas somente na concentragéo
800 pg/mL confirmando o resultado de viabilidade
celular pelo MTT (Figura 02).

Apesar da presenca de LDH liberada no
meio confirmar o resultado de viabilidade celular
pelo ensaio de MTT, sua auséncia nao invalida o
resultado positivo deste teste, uma vez que, as
membranas das células mortas por apoptose nao
s&o rompidas.

Avaliagdo do mecanismo de morte celular
induzida pela morina e pelo extrato de oliveira
(microscopia de fluorescéncia)

A figura 04 mostra a porcentagem de
apoptose induzida pelo composto morina e pelo
extrato de oliveira na linhagem de célula tumoral
humana H460. Observa-se, através dos graficos,
que o composto morina foi capaz de induzira
apoptose na célula H460nas concentragées 200,
400 e 800 pM,nos periodos de tempo 24 e 36
horas. As taxas percentuais de indugéo de apoptose
foram para 12,90+0,6% e 37,95+6,1% para 24 e 36
horas na concentragado de 200uM; 27,77+9,45% e
58,01+0,73% para 24 e 36 horas na concentragao
de 400 uyM e 57,3+3,85% e 100% para 24 e 36
horas na concentragao de 800 uM, respectivamente
(Figura 04).

As taxas percentuais de indugado de
apoptose para o extrato de oliveira foram
17,61+3,22%; 14,95+3,00% e 22,42+2,05%para
24, 36 e 48 horas na concentragdo de 400 pg/mL
e 24,45 + 6,90%; 38,15+ 12,30% e 70,49 + 5,91%
para 24, 36 e 48 horas na concentragéo de 800 ug/
mL, respectivamente (Figura 05).

Alteracdo do potencial de membrana
mitocondrial

Para as células da linhagem submetida
ao tratamento com morina e extrato de oliveira e o
controle positivo (cisplatina) foram verificados um
deslocamento da populagéo celular do quadrante
“C” para o quadrante “D”, onde se observam
células com dissipagado do potencial mitocondrial
de membrana (FL1) nas concentragdes 200 e 400
MM para morina em 36 horas e 400 e 800 pg/mL
para o extrato de oliveira em 48 horas. Conforme
observado na figura 05, o composto morina foi capaz
de reduzir o potencial de membrana mitocondrial
em mais de 50% na concentragdo de 400 yM em
36 horas e o extrato de oliveira foi capaz de reduzir
o potencial de membrana mitocondrial acima de
50% na concentragdo de 800 pug/MI em 48 horas
(Figura 06 e 07).
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FIGURA 3.Avaliacao da liberagdo da LDH (desidrogenase lactica). Células da linhagem H460 foram tratadas
com diferentes concentragdes do composto morina e extrato de oliveira durante 48 horas e avaliadas quanto
a quantidade de LDH liberada (n=3). O zero significa o controle negativo do teste (células e meio de cultivo).
A concentragdo de DMSO foi de 1%. *P<0.05, valores estatisticamente significantes em relagdo ao controle

negativo (zero) pelo teste Tukey.
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FIGURA4.Porcentagem de apoptose induzida pelo composto morina na linhagem neoplasica H460 determinada
por microscopia de fluorescéncia em trés tempos 12, 24, 36 horas (n=2). O zero significa o controle negativo
do teste (células e meio de cultivo). A concentragdo de DMSO foi de 0,2%. *P<0.05, valores estatisticamente
significantes em relagéo ao controle negativo (zero) pelo teste Tukey.

DISCUSSAO

Varios estudos comprovaram que a maioria
dos farmacos antitumorais promovera a morte das
células cancerigenas através do mecanismo de
apoptose, um tipo de morte celular programada.
Deste modo, drogas que promovem apoptose como
via de indugéo de morte celular sao fortes candidatos
a farmacos com acgao antitumoral (Onrubia et al.,
2013).

No que se refere a viabilidade celular,
ambos,morina e extrato de oliveira reduziram a

viabilidade da linhagem tumoral H460 de maneira
dependente de concentragdo quando comparados
com células nao tratadas. Seus maiores resultados
foram para a concentracdo de 800 uM e pg/mL,
respectivamente.

O extrato de folhas de oliveiras foi testado
por (Ko et al., 2009) e apresentou resultados de
atividade antitumoral para linhagem de células H460
superior a 70%. Apesar da flavona morina apresentar
a atividade antitumoral,sua eficiéncia frente a
linhagem H460 (CE,: 220,30+1,08uM) mostrou-se
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FIGURA 5. Porcentagem de apoptose induzida pelo extrato de oliveira na linhagem neoplasica H460
determinada por microscopia de fluorescéncia em quatro tempos 12, 24, 36 e 48 horas (n=2). O zero significa
o controle negativo do teste (células e meio de cultivo). A concentragdo de DMSO foi de 0,2%. *P<0.05, valores
estatisticamente significantes em relacédo ao controle negativo (zero) pelo teste Tukey.
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FIGURA 6.Dot-plots da analise do potencial de membrana mitocondrial, por citémetria de fluxo, para células
H460 submetidas a incubagao de 36 horas com o composto morina.

baixa quando comparada aos flavonoides fisetina, ~ Trabalhos comprovam que o flavondide
células pulmonares de Lewis, que apresentaram varios tipos dg c_:élulas carcinogénicasin_ibindoociclo
CE_inferiores a 50uM (Touil et al., 2009). celular em varios tumores como carcinoma oral e
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FIGURA 7. Dot-plots da analise do potencial de membrana mitocondrial, por citometria de fluxo, para células
H460 submetidas a incubacao de 48 horas com o extrato de folhas de oliveira.

em hepatdécitos humanos (Kilani-Jaziri et al., 2011;
Jash & Brahmachari, 2013).

O extrato de oliveira possui uma quantidade
apreciavel de compostos fendlicos (Granados-
Principal et al., 2010; Burattini et al., 2013). Inumeros
estudos demonstram que o flavonodide luteolina,
um dos compostos presente no extrato de oliveira,
apresentou varios mecanismos bioquimicos de acao
antitumoral tais como o bloqueio do ciclo celular na
fase G1/S, redugao da atividade da ciclina D1 via
fosforilagéo da proteina e degradacgéo proteassomal
(Ong et al., 2010).

As caspases desempenharam um papel
critico na iniciacdo de apoptose (Chen & Debnath,
2009). Pesquisas demonstraram que morina
induziu apoptose atraves da ativagcado da via
intrinseca mitocondrial, liberou o citocromo C, ativou
caspases-9 e -3 (Graf et al., 2014). Foi observado
que o flavonéide morina e o extrato da folha de
oliveira promoveram apoptose na linhagem H460
através da caspase-3, uma proteina efetora da
apoptose.

Através da alteragdo do potencial de
membrana foi possivel observar que a morina
e o extrato de oliveira induzirdo apoptose pela
via mitocondrial (Portt et al., 2010). A apoptose
pode ser dividido em via intrinseca e extrinseca.

No entanto, disfungdes mitocondriais, incluindo a
perda de potencial de membrana mitocondrial, a
permeabilidade, transi¢ao e liberagéo do citocromo
C da mitocbndria para o citosol, estdo associadas
com a apoptose (Whelan et al., 2010; Park et al.,
2014).Trabalhos realizados por Liu et al. (2011)
afirmam amorina pode induzir apoptose pela via
intrinseca em células HL-60. Park et al. (2014)
estudou os efeitos da morina sobre a familia Bcl-2
e concluiram que o flavonoide induziu apoptose em
células humanas leucémicas U937.

Estudos /n vitro com a linhagem de cancer
de colo HT29 demonstraram que o extrato do fruto
da oliveira inibiu a proliferagao sem citotoxidade e
induziu a apoptose pela via intrinseca mitocondrial
(Amber et al., 2011).

Os resultados obtidos mostram que o
flavondide morina e o extrato da folha de oliveira
sao promissores na busca por novos agentes
antineoplasicos, no entanto mais testes devem ser
realizados a fim de elucidar as vias de indugéo de
apoptose promovidas tanto pelo morina quanto pelo
extrato de oliveira nesta linhagem neoplasica.

CONCLUSAO
O presente estudo demonstrou que o
flavonoide morina e o extrato de folhas de oliveira
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apresentaram atividade citotoxica contra a linhagem
de célula de pulm&o humana H460, diminuindo
a viabilidade celular de maneira dependente
de concentragao, apresentando CE,, de 220,3
+1,08uM para morina.Os resultados de microscopia
de fluorescéncia e citdbmetria de fluxo permitiram
concluir que o composto morina e o extrato de
oliveira induziram morte celular por apoptose
alterando a fungédo mitocondrial das células H460,
sendo morina mais efetivo de maneira tempo e
concentragcdo dependente. Por fim, os resultados
sugeriram que o flavondéide morina e o extrato
da folha de oliveira sdo promissores na busca de
farmacos antineoplasicos por alterarem a fungéo
mitocondrial e induzirem morte celular por apoptose
nas células H460.
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