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RESUMO 
 
O presente estudo realizou a avaliação da Luffa operculata, uma planta medicinal, 
para a busca de novas substâncias terapêuticas no tratamento do câncer gástrico. 
Essa planta pertence à família Cucurbitaceae, que é rica em cucurbitacinas, 
triterpenos estudados para ação anticâncer. Ela é popularmente conhecida como 
“cabacinha” ou “buchinha do Norte” e na literatura relata que é utilizada para o 
tratamento da sinusite, congestão nasal, além de ser utilizada como abortivo, 
devido sua ação citotóxica. A avaliação da fitoquímica do extrato do fruto de Luffa 
operculata confirmou a presença de cucurbitacina B (CB) como componente 
majoritário. O ensaio com MTT nas linhagens de câncer gástrico AGP01, ACP02 e 
ACP03, confirmou a alta citotoxicidade de CB e do extrato dessa planta, com 
destaque para a maior seletividade do extrato na linhagem de câncer gástrico 
ACP03. O ensaio de necrose e apoptose mostraram que o Extrato Etanólico do 
Fruto (EEF) e CB provocaram alto índice de morte, principalmente por apoptose. A 
avaliação do ciclo celular por citometria verificou que EEF e CB induziram o 
aumento do percentual de células na fase G2/M, principalmente na AGP01. O 
ensaio de migração celular também verificou que EEF e CB inibiram essa atividade, 
com destaque para ACP03. Também se avaliou a expressão gênica de MYC, 
BCL2, CCND1 e EPCAM nos modelos celulares AGP01, ACP03 e MRC-5 expostos 
aos produtos de L. operculata e se verificou que tanto EEF quanto CB impactaram 
na diminuição da expressão de MYC na ACP03, esse achado corroborou com os 
resultados fenotípicos deste estudo, visto que a baixa expressão desse gene está 
relacionada tanto à redução da progressão celular quanto à baixa sobrevivência 
das células neoplásicas. Acredita-se que CB, componente majoritário de EEF, atua 
como inibidor de STAT3, e que essa inibição pode estar associada tanto a 
diminuição da expressão de MYC, assim também como à capacidade de CB inibir 
proteínas da família Janus quinase, o que inclusive foi verificado no estudo docking 
molecular já que CB foi capaz de interagir favoravelmente com JAK1 e JAK2. Essa 
interação poderia impedir que JAK se autofosforilar, logo, não atuaria na via 
JAK/STAT, que atua na ativação de STAT3. Outro resultado interessante foi do 
ensaio de micronúcleos, onde a exposição a EEF e CB que não resultou em 
indução da genotoxicidade significante. Portanto, a alta indução da morte de células 
do câncer gástrico, a influência na baixa expressão de MYC, e o baixo risco 
genotóxico, são evidências muito favoráveis de que o extrato e a cucurbitacina de 
Luffa operculata são promissoras para novos estudos que possam confirmar a 
utilização deles na terapia no câncer, inclusive com a possibilidade da formulação 
de um fitoterápico. 

Palavras chave: Cucurbitacina; Luffa operculata; MYC; citotoxicidade; STAT3. 
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ABSTRACT 

 

The present study carried out the evaluation of Luffa operculata, a medicinal plant, 
for the search for new therapeutic substances in the treatment of gastric cancer. 
This plant belongs to the Cucurbitaceae family, which is rich in cucurbitacins, 
triterpenes studied for anticancer action. It is popularly known as "cabacinha" or 
"buchinha do Norte" and in the literature reports that it is used for the treatment of 
sinusitis, nasal congestion, in addition to being used as an abortifacient, due to its 
cytotoxic action. The phytochemical evaluation of the Luffa operculata fruit extract 
confirmed the presence of cucurbitacin B (CB) as the major component. The assay 
with MTT in the gastric cancer lines AGP01, ACP02 and ACP03, confirmed the high 
cytotoxicity of CB and the extract of this plant, highlighting the greater selectivity of 
the extract in the gastric cancer lineage ACP03. The necrosis and apoptosis assay 
showed that the Ethanol Fruit Extract (EEF) and CB caused a high rate of death, 
mainly by apoptosis. Cell cycle assessment by cytometry verified that EEF and CB 
induced an increase in the percentage of cells in the G2/M phase, mainly in AGP01. 
The cell migration assay also found that EEF and CB inhibited this activity, 
especially ACP03. The gene expression of MYC, BCL2, CCND1 and EPCAM in cell 
models AGP01, ACP03 and MRC-5 exposed to L. operculata products was also 
evaluated and it was found that both EEF and CB impacted the decrease in MYC 
expression in ACP03, this This finding corroborated the phenotypic results of this 
study, since the low expression of this gene is related to both reduced cell 
progression and low survival of neoplastic cells. It is believed that CB, the major 
component of EEF, acts as an inhibitor of STAT3, and that this inhibition may be 
associated with both the decrease in MYC expression, as well as the ability of CB 
to inhibit Janus kinase family proteins, which has even been verified in the molecular 
docking study since CB was able to interact favorably with JAK1 and JAK2. This 
interaction could prevent JAK from autophosphorylating, therefore, it would not act 
in the JAK/STAT pathway, which acts on STAT3 activation. Another interesting 
result was from the micronucleus assay, where exposure to EEF and CB did not 
result in significant genotoxicity induction. Therefore, the high induction of gastric 
cancer cell death, the influence on the low expression of MYC, and the low genotoxic 
risk are very favorable evidence that Luffa operculata extract and cucurbitacin are 
promising for further studies that can confirm the their use in cancer therapy, 
including the possibility of formulating a phytotherapic. 
 

Keywords: Cucurbitacin; Luffa operculata; MYC; cytotoxicity; STAT3. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 CONSIDERAÇÕES GERAIS 

 

A pesquisa com plantas medicinais para a busca de novas substâncias 

terapêuticas é uma estratégia na descoberta de novos fármacos, inclusive é 

continuamente incentivada pelas políticas públicas como a Política Nacional de 

Medicamentos em 1998, que estabelece em sua diretriz o desenvolvimento 

científico e tecnológico para apoiar as pesquisas que visem o aproveitamento do 

potencial terapêutico da flora e fauna nacionais, enfatizando a necessidade de 

certificação de suas propriedades medicamentosas; e é ratificada pela Política e 

Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterápicos de 2006 que tem o 

objetivo de garantir o acesso seguro e o uso racional de plantas medicinais e 

fitoterápicos, promovendo o uso sustentável da biodiversidade, o desenvolvimento 

da cadeia produtiva e da indústria nacional (Brasil, 1998; Brasil, 2006). 

As plantas medicinais também são fonte significativa de drogas sintéticas e 

medicamentos fitoterápicos e muitas descobertas são resultados de estudos 

etnobotânicos e etnofarmacológicos onde são observadas comunidades ou grupos 

de pessoas em relação ao uso de plantas e a correlação desse uso com o objetivo 

de melhorar algum sintoma ou mesmo tratar alguma doença. A partir dessas 

observações, desenvolvem-se estudos químicos, avaliação biológica, toxicológica 

para que se possa compreender a veracidade da indicação terapêutica, se é 

possível modular essa ação para outro objetivo, e se há segurança no uso de 

substâncias advindas da diversidade natural, ou seja, a ampla diversidade e a 

compreensão do conhecimento popular nos trazem muitas hipóteses, muitas 
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possibilidades de investigação científica (Elisabetsky, 2003; Sakarkar; Deshmukh, 

2011). 

A Luffa operculata é popularmente conhecida como “cabacinha” ou 

“buchinha do norte” (Menon-Miyake et al., 2005), e utilizada para o tratamento da 

sinusite, congestão nasal, além de ser utilizada como abortivo (Caribé, 2008; Lanini 

et al., 2009). O interesse em estudá-la surgiu após levantamento na literatura, onde 

foi possível compreender que os efeitos relatados pelos usuários dessa planta 

medicinal estava relacionado a sua ação citotóxica. Vale ressaltar que o presente 

grupo de pesquisa (Núcleo de Pesquisas em Oncologia - NPO) trabalha com 

investigações relacionadas ao câncer, portanto, era necessário haver uma 

associação da L. operculata com possível efeito citotóxico em linhagens do câncer, 

e foi possível encontrar essa evidência em estudos que mostravam o isolamento 

de cucurbitacinas a partir do extrato da Luffa operculata, e que a essas 

cucurbitacinas foram atribuídas propriedades citotóxicas na terapia do câncer 

através de inibição da expressão do gene do fator de osteoclastogênese sobre 

células humanas Saos-2 (Kawahara et al., 2001; Kawahara et al., 2004; Sousa 

Neto, 2006). 

O interesse do grupo de pesquisa no estudo do câncer está relacionado a 

alta prevalência dessa doença na população, inclusive a Organização Mundial de 

Saúde ressalta que o câncer é uma das quatro doenças não transmissíveis – DNT 

mais prevalentes, é a segunda causa de mortes no mundo, sendo que os tipos de 

câncer mais incidentes são de pulmão, próstata, mama, colo do útero, tireoide, 

colorretal, câncer de estômago e fígado. Vale ressaltar que uma grande 

preocupação sobre esse assunto, decorre da maior prevalência de óbitos em 
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países de média e baixa renda, pois geralmente não estão preparados para 

gerenciar o grande número de casos, assim como garantir o acesso ao diagnóstico 

e tratamento eficiente e em tempo hábil. Em 2018, por exemplo, o câncer causou 

9,6 milhões de óbitos na população mundial (WHO, 2022). 

Nesse estudo o câncer gástrico foi o escolhido, e avaliando-se os índices 

dos diferentes tipos de câncer, percebe-se que o câncer gástrico no Brasil aparece 

em quarto lugar na incidência entre homens e em sexto, entre as mulheres. Porém, 

quando avaliamos estimativa de novos casos para 2020 no estado do Pará, a 

estimativa era de 12,71 (taxa bruta) para homens e 7,05 para mulheres, logo, o 

segundo mais frequente entre homens e o terceiro entre mulheres (INCA, 2020). 

Esses índices no estado do Pará justificam o interesse na escolha do tipo de câncer 

da presente pesquisa, inclusive as linhagens de câncer utilizadas nesse estudo 

foram estabelecidas a partir de amostras de paciente paraense. 

 

 

1.2  INFORMAÇÕES BOTÂNICAS, FITOQUÍMICAS E AÇÕES 

FARMACOLÓGICAS DE Luffa operculata Cogn 

 

Luffa operculata Cogn. é uma planta angiosperma e dicotiledônea da família 

Cucurbitaceae (figura 1), é nativa da América do Sul especialmente do Brasil. É 

popularmente conhecida como cabacinha, buchinha e é empregada na medicina 

popular no tratamento de sinusite, rinite (Caribé, 2008), também é utilizada como 

purgativo e como emenagogo. Os extratos dos frutos indicam a presença de 

flavonóides, taninos, saponinas, esteróides e/ou triterpenóides (Brock et al., 2003). 
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Figura 1: A: Fruto, folha e caule com gavinha de Luffa operculata; B: Fruto de Luffa 
operculata em imagem mais aproximada. 

 

Os flavonóides têm atividade anti-inflamatória, anti-hepatotóxica, anti-

hipertensiva, e muitas outras atividades, como a inibição de atividade enzimática; 

possui também estrutura ideal para o sequestro de radicais, atuando como 

importantes antioxidantes (Barreiros et al., 2006; Oliveira et al., 2009). Os taninos 

possuem aplicações relacionadas, principalmente, com propriedades 

adstringentes, podem exercer efeito antidiarréico e anti séptico (via interna) e 

podem impermeabilizar as camadas mais expostas da pele e mucosas (via 

externa). Por ter a capacidade de precipitar proteínas, os taninos propiciam um 

efeito antimicrobiano e antifúngico; também são hemostáticos e, sua atividade de 

precipitação de alcalóides pode resultar em antídoto em casos de intoxicações 

(Monteiro et al., 2005). 

As saponinas são glicosídeos de esteróides ou de terpenos policíclicos. Tem 

uma estrutura com caráter anfipático, ou seja, parte da estrutura com característica 

lipofílica (triterpeno ou esteróide) e outra hidrofílica (açúcares). Essa característica 

determina a propriedade de redução da tensão superficial da água e suas ações 

detergentes e emulsificantes (Schenkel, et al., 2001). Os triterpenos de modo geral 

A B 
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são tem diversas atividades biológicas como ação anti-inflamatória, 

gastroprotetora, hepatoprotetora, antitumoral (Oliveira, 2005). 

Sabe-se que a família Cucurbitaceae é rica em cucurbitacinas, que são 

triterpenos oxidados com esqueleto carbônico modificado. Os triterpenos, 

juntamente com seus derivados glicosilados são considerados os agentes 

responsáveis pela toxicidade potente observado nos extratos dos frutos de L. 

operculata (Feitosa, 2011). A cabacinha age sobre as mucosas por efeito das 

cucurbitacinas e de seus glicosídeos, e a saponina presente nesta espécie colabora 

com esta ação, emulsificando compostos lipossolúveis ativos, o que facilita o 

contato e absorção da isocucurbitacina pelas mucosas e resulta em ação cáustica 

sobre as mesmas (MATOS, 1979; Feitosa, 2011). 

Geralmente, a infusão de L. operculata é inalada ou instilada na cavidade do 

nariz, liberando assim, grande quantidade de muco e aliviando sintomas 

nasossinusais, porém pode causar irritação da mucosa nasal, epistaxe ou anosmia. 

Diante destas consequências, Menon-Miyake (2005) e colaboradores avaliaram no 

modelo ex vivo do palato isolado de rã, os efeitos da infusão, e concluíram a infusão 

de L. operculata promove alterações significativas no epitélio mucociliar, que estas 

alterações eram dose-dependente e manifestavam-se após curto período de 

exposição. 

A partir do extrato bruto da Luffa operculata foram isoladas as duas primeiras 

cucurbitacinas tipo lactona (neocucurbitacinas A e B), este estudo visava rastrear e 

obter compostos naturais para serem utilizados como sondas para estudos 

farmacológicos sobre a via de transdução de sinal intracelular que dirige a 

expressão do gênica da proteína PEBP2αA (proteína 2alfaA de ligação do 
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intensificador de polioma) e do fator inibidor da osteoclastogênese - OCIF. A estas 

cucurbitacinas foram atribuídas propriedades citotóxicas na terapia do câncer, 

conforme dito anteriormente (Kawahara et al., 2001; Sousa Neto, 2006). 

Há ainda, evidência da atividade antimicrobiana do extrato alcoólico de L. 

operculata, especialmente para Streptococcus pyogenes, seguido dos 

Streptococcus pneumoniae e Sthaphylococcus aureus (Scalia, 2015). 

 

1.3  EVIDÊNCIAS SOBRE AÇÃO DAS CUCURBITACINAS EM ALVOS E VIAS 

QUE ATUAM NA MORTE E NA PROGRESSÃO CELULAR 

 

Uma longa série de ensaios in vitro e em modelos de células de câncer in 

vivo têm demonstrado que cucurbitacinas podem inibir a proliferação celular e 

induzir a apoptose. Geralmente as cucurbitacinas são consideradas inibidores 

seletivos das vias de JAK / STAT, porém não se pode descartar que outros 

mecanismos podem estar envolvidos nos seus efeitos apoptóticos, incluindo a via 

MAPK (conhecida por ser importante para a proliferação e sobrevivência de células 

neoplásicas); a clivagem de PARP; a expressão da caspase-3 ativa; a diminuição 

dos níveis p-STAT3 e JAK3; a diminuição em vários alvos de STAT3, tais como 

Mcl-1, Bcl-2, Bcl-xL, e ciclina D3, todos os quais estão implicados na apoptose e o 

controle do ciclo celular (Alghasham, 2013). 

Ao investigar o efeito antitumoral de cucurbitacina B em células HEp2 

verificou-se que cucurbitacina B promoveu eficácia significativa na inibição do 

crescimento celular, na parada do ciclo celular na fase G2 / M, e na indução de 

apoptose de uma maneira dependente da dose e do tempo. O estudo verificou a 

modulação de reguladores do ciclo celular, apoptose e transdução de sinal por 
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análise de transferência de Western, observou-se que o efeito da cucurbitacina B 

ocorreu devido à supressão da expressão de p-STAT3, Bcl-2 e ciclina B1 (Liu et 

al., 2008). 

Um estudo com cucurbitacinas B da planta Trichosanthes cucumerina Linn. 

em linhagens SKBR-3 e MCF-7 de câncer de mama evidenciou citotoxicidade, e a 

inibição do crescimento foi atribuída a parada do ciclo celular na fase G2 / M e a 

apoptose. Também foi verificado aumento da clivagem de poli (ADP-ribose) 

polimerase (PARP) e diminuição das moléculas de sinalização Wnt associados a 

β-catenina, a galectina-3, ciclina D1 e c-Myc, e as correspondentes alterações nos 

níveis de GSK-3β fosforilado. O trabalho sugeriu que a cucurbitacina B pode, em 

parte, induzir a apoptose e exercer efeito inibidor do crescimento através de 

interrupção da sinalização Wnt (Dakeng et al., 2012). 

Os estudos acima despertaram o interesse nos alvos MYC, BCL-2, CCND1 

visto que estão associados a apoptose e ciclo celular, já a escolha de EPCAM está 

relacionada ao câncer gástrico, pois a superexpressão de EPCAM é associada à 

metástase e tumores maiores, logo, a um pior prognóstico no câncer gástrico (Dai 

et al., 2017). 

O proto-oncogene MYC está relacionado a regulação de importantes 

processos celulares como controle de crescimento, metabolismo, proliferação, 

diferenciação e apoptose, mas além dos efeitos diretos nas células de câncer já há 

evidências de que também é responsável por coordenar a comunicação entre 

células neoplásicas e células imunes e devido a essa reação permite iniciação, 

progressão e metástase dos tumores (Hartl & Bister, 2021; Dhanasekaran et at., 

2022). 
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O oncogene Bcl-2 é considerado anti-apoptótico e está relacionado ao 

desenvolvimento de resistência a agentes quimioterápicos, por isso, é um alvo de 

grande importância na terapia do câncer. Sabe-se que as proteínas BCL-2 

participam do controle da via intrínseca ou mitocondrial da apoptose, logo, a 

promoção do câncer aconteceria devido a limitação da morte celular (Ebrahim et 

al., 2016; Schenk et al., 2017). 

O último alvo escolhido foi o gene CCND1, e a sua ciclina D1 está associada 

a ativação das quinases dependentes de ciclinas (CDKs), as CDK4 e CDK6, que 

conduzem a progressão do ciclo celular da fase G1 para fase S. Esse gene 

frequentemente tem uma superexpressão em tumores, logo, a elevada expressão 

da sua ciclina é considerada como um biomarcador do câncer e da progressão da 

doença, ou seja, pode resultar em atividade CDK desregulada, que provoca 

crescimento celular acelerado, com desvio de pontos de verificação celulares 

importantes, desta forma, estimulando o crescimento do carcinoma (Musgrove et 

al., 2011; Qie & Diehl, 2016; Xu & Lin, 2018). 

Diante das informações desta planta amplamente utilizada na medicina 

popular realizou a avaliação da fitoquímica do extrato do fruto de Luffa operculata 

e do componente majoritário (cucurbitacina isolada), assim como a realização de 

docking molecular para avaliar via de ligação da cucurbitacina B, também foram 

realizados ensaios in vitro de viabilidade celular, necrose e apoptose para elucidar 

o potencial citotóxico do extrato do fruto de Luffa operculata e da cucurbitacina B 

em linhagens neoplásicas humanas gástricas, em comparação com linhagem 

humana não neoplásica; avaliou-se também se havia evidências de 

genotoxicidade, ademais, se havia alguma influência no processo metastático, no 
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ciclo celular e na expressão de genes relacionados à regulação do ciclo celular e 

apoptose. O maior entendimento sobre a atividade e os possíveis efeitos adversos 

dos produtos da L. operculata se justifica pela gama de aplicações potenciais do 

uso desta na saúde humana. Inclusive, tal abordagem pode elucidar se tumores 

gástricos podem reagir de formas distintas à ação do extrato e não somente a 

cucurbitacina B, de modo que se fez necessária uma correlação entre estes 

resultados. 
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2 OBJETIVOS 
 
 
 
2.1 OBJETIVO GERAL 
 

Caracterizar a fitoquímica dos extratos e componente majoritário do fruto de 

Luffa operculata, a interação molecular da cucurbitacina B, a ação deles nos 

processos de viabilidade celular, necrose, apoptose, ciclo celular, genotoxicidade, 

migração celular e expressão gênica em linhagens de tecidos humanos para avaliar 

potencial anticarcinogênico dessa espécie vegetal. 

 
 
 
 
2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 
● Caracterizar a fitoquímica dos extratos das sementes e dos frutos de Luffa 

operculata, assim como do componente majoritário do fruto; 

● Analisar o modo de interação da cucurbitacina B com as proteínas JAK1 e 

JAK2 através de docking molecular in sílico; 

● Determinar a viabilidade das linhagens celulares humanas perante a 

exposição aos extratos do fruto e sementes, e componente majoritário de Luffa 

operculata; 

● Avaliar necrose e apoptose celular e comparar os resultados entre todas as 

linhagens tratadas com o extrato e substância isolada de L. operculata; 

● Investigar o potencial genotóxico do extrato e da substância isolada de L. 

operculata; 

● Verificar se o extrato e a substância isolada de L. operculata podem 

influenciar no processo metastático; 
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● Observar se o extrato e substância isolada de L. operculata podem modular 

a expressão de genes associados ao processo de carcinogênese. 
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4 CAPÍTULO II 

 

Luffa operculata e sua Cucurbitacina B reduzem a expressão do 
oncogene MYC e apresentam potencial antineoplásico em modelos 

de câncer gástrico. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
O artigo em preparação e será submetido à revista BMC Biology em junho de 2022. 
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Luffa operculata e sua Cucurbitacina B reduzem a expressão do 
oncogene MYC e apresentam potencial antineoplásico em modelos 
de câncer gástrico. 

 

RESUMO 

Background: Luffa operculata é uma planta medicinal conhecida popularmente 
como cabacinha e buchinha do norte, seu extrato apresenta majoritariamente as 
cucurbitacinas como fitoconstituintes. Essas substâncias apresentam atividades 
biológicas, como citotoxicidade, indução de apoptose, modulação do ciclo celular, 
que são características observadas em antineoplásicos. Desta forma, o presente 
estudo buscou avaliar o potencial anticarcinogênico do extrato dos frutos de Luffa 
operculata e comparar com os resultados da avaliação da cucurbitacina B em 
modelos de câncer gástrico (linhagens AGP01 e ACP03). 

Resultado: Os resultados demonstraram que Extrato Etanólico do Fruto (EEF) de 
L. operculata e a cucurbitacina B (CB - isolada desse extrato) promoveram alta 
citotoxicidade nas linhagens de câncer gástrico com destaque para elevada 
seletividade de EEF na linhagem ACP03. Foi observada a indução da apoptose e 
redução da expressão do gene MYC por EEF e CB. Observou-se que a 
cucurbitacina B promove ainda o aumento da parada do ciclo celular na fase G2/M. 
O ensaio de micronúcleo não atestou indução de genotoxicidade. 

Conclusão: Portanto a ação do extrato e a cucurbitacina B de Luffa operculata na 
redução da expressão do oncogene MYC, e da progressão do ciclo celular, assim 
como a diminuição da viabilidade das células neoplásicas evidenciaram efeitos 
importantes nos modelos in vitro. Logo, os resultados deste estudo apontam o 
potencial terapêutico do extrato e a cucurbitacina B de Luffa operculata no câncer 
gástrico. 

 

INTRODUÇÃO 

A Luffa operculata (L.) Cogn, objeto deste estudo, foi coletada no 

arquipélago do Marajó da Amazônia brasileira, é uma planta medicinal 

popularmente conhecida como cabacinha, buchinha, buchinha do norte, e seus 

frutos são utilizados principalmente para o tratamento de rinossinusite, mas 

também há relatos de efeito abortivo (Alves et al. 2018), apresenta também 

conhecido efeito citotóxico em células de mucosas (Menon-Miyake et al., 2005), o 

que estimulou a hipótese de que outros tipos celulares poderiam ser suscetíveis a 
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essa ação citotóxica. A utilização dessa planta medicinal e seus metabólitos na 

prevenção e tratamento de problemas de saúde está intimamente relacionada à 

relação antropológica em algumas regiões do mundo, tais como a Amazônia 

brasileira, o que induz a investigação das ações medicinais dos produtos naturais 

a partir de relatos e estudos observacionais na etnofarmacologia (Heinrich, 2014). 

A L. operculata é uma planta da família Cucurbitaceae rica em 

cucurbitacinas, que são triterpenos oxidados com esqueleto carbônico modificado. 

Os triterpenos, juntamente com seus derivados glicosilados são apontados como 

agentes responsáveis pela potente toxicidade observada nos extratos dos frutos 

dessa planta (Kawahara et al., 2001). Estudos com derivados de vegetais 

geralmente são focados na investigação da atividade biológica de metabólitos 

isolados das plantas, ao invés do extrato, pelo fato de permitir uma associação mais 

direta aos efeitos (Luo et al., 2018; Sallam et al., 2018; Dittharot et al., 2019; 

Hunsakunachai et al., 2019; Klungsaeng et al., 2019; Dandawate et al., 2020; 

Kurman et al., 2020; Xu et al., 2020), porém essa preferência exclui a análise de 

possíveis resultados promissores com os demais componentes encontrados nos 

extratos de plantas medicinais.  

Neste sentido, estudos biológicos que permitam conhecer o comportamento 

do extrato de plantas medicinais são importantes por apresentar um potencial 

terapêutico tanto dos extratos quanto seus constituintes, diante disso, a 

caracterização da ação do extrato dos frutos de Luffa operculata nos processos de 

viabilidade celular, necrose, apoptose, ciclo celular, genotoxicidade, migração 

celular e expressão gênica em linhagens de tecidos humanos, permite inferir sobre 
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potencial anticâncer do extrato e comparar estes resultados com os do metabólito 

majoritário extraído do extrato dos frutos, a cucurbitacina. 

Visando compreender sobre os mecanismos moleculares envolvidos nas 

atividades celulares observadas na exposição ao extrato dos frutos de L. operculata 

e cucurbitacina B, avaliou-se a expressão gênica de MYC, BCL2, CCND1 e EPCAM 

em linhagens de tecidos humanos. O gene MYC é um dos proto-oncogenes mais 

frequentementes na carcinogênese humana pois está relacionado à regulação do 

ciclo celular, proliferação e sobrevivência celular (Yoshida, 2018). Já BCL2 é um 

gene que está relacionado à inibição da apoptose e costuma ser superexpresso em 

vários tipos de câncer, incluindo o carcinoma gástrico (Cheng, 2015). CCND1 

codifica a ciclina D1, que pertence à família das ciclinas altamente conservadas e 

sua alta expressão costuma ser verificada em vários tumores malignos, 

relacionando-se ao aumento da proliferação celular, migração, e metástase (Zhang, 

2016). O gene EPCAM expressa uma glicoproteína que está associada à promoção 

da adesão celular, migração e proliferação de células em tumores (Huang et al., 

2018) e sua superexpressão em câncer gástrico está associado a um pior 

prognóstico (Dai et al., 2017). 

A avaliação fitoquímica dos extratos dos frutos de L. operculata evidenciou 

a presença de cucurbitacina B (CB) como componente majoritário (Galucio et al., 

2022). À essa substância foi atribuída ação citotóxica em vários modelos de câncer, 

por exemplo, de pulmão, mama, neurológico, hepatocelular e cólon (Garg et al., 

2018). Entre os alvos de estudo em neoplasias humanas, certamente o câncer 

gástrico merece muita atenção, pois, dentre outros tipos de câncer, frequentemente 
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apresenta mau prognóstico e baixas taxas de sobrevida (Díaz Del Arco et al., 2021). 

Ademais, este câncer, em 2020 foi o quarto tipo de neoplasia maligna que mais 

causou morte no mundo (WHO, 2021). 

No que se refere ao tratamento, a principal escolha para o câncer gástrico é 

o procedimento cirúrgico, sendo que as  terapias não-cirúrgicas apresentam 

eficiência pouco satisfatória, logo, a quimioterapia tem sido utilizada como 

tratamento adjuvante com o intuito de melhorar a sobrevida de pacientes com este 

tipo de câncer (Smyth et al., 2020). Além das dificuldades inerentes a efetiva ação 

antineoplásica no controle do câncer, um dos motivos da não eficácia das 

quimioterapias convencionais, muitas vezes está relacionada à sua alta toxicidade 

(Ranjan et al., 2019), e a quimiorresistência (Zheng, 2017), acentuando a 

importância pela busca de novas estratégias de terapia. 

 

CITOTOXICIDADE E SELETIVIDADE CELULAR 

O extrato do fruto de Luffa operculata (extrato etanólico do fruto - EEF) e 

cucurbitacina B (CB) induziram atividade citotóxica nas três linhagens testadas 

(figura 01). Na linhagem MRC-5, a comparação entre EEF e CB demonstra 

diferença (p < 0.01) nos tempos de 24h e 48h, nesse caso a IC50% de EEF também 

foi maior que a de CB. A comparação das IC50% do EEF e CB nas células de AGP01 

não revelou diferença significativa (p > 0.05) entre eles. Também não foi verificada 

diferença estatística significativa (p > 0.05) na comparação das IC50% entre extrato 

e CB na linhagem ACP03 (figura 01).  
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Figura 01: Valores de IC50% das linhagens celulares MRC-5, AGP01 e ACP03 nos 

tempos de 24h, 48h, e 72h. Legenda: EEF = Extrato Etanólico do Fruto, CB = 

Cucurbitacina B. **p<0.01, ***p<0.001. 

Os valores de IC50% do EEF (tabela 01) nos tempos de 24h e 48h são muito 

menores nas linhagens AGP01 e ACP03 quando comparados à MRC-5 (p < 0.001), 

logo, indicando maior citotoxicidade nas linhagens de câncer gástrico testadas. 

Porém para a CB não houve diferença estatística significativa (p > 0.05). 

Tabela 1: Valores de IC50% obtidos de linhagens celulares humanas expostas a 

extratos e substâncias isoladas de Luffa operculata. 
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    Cell Line   

  MRC-5 AGP01 ACP03 

Sample 24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h 

EEF 
(ng/mL) 

38.83 35.25 17.55 8.29 4.90 4.71 2.52 1.87 1.45 

CB 
(ng/mL) 

11.90 7.90 3.53 7.44 5.89 5.87 7.83 7.16 4.06 

Legenda: EEF = Extrato Etanólico do Fruto, CB = Cucurbitacina B. *p<0,05 e R2 > 
0,96. 
 

 

As duas linhagens de câncer gástrico foram sensíveis à exposição de EEF 

(Supplementary information - table 1), e o resultado do índice de seletividade - IS 

(figura 02) indicou maior seletividade (p < 0.001) na linhagem de câncer ACP03, 

principalmente no tempo de 48h (IS = 18.85). A avaliação do IS de CB revelou que 

não houve diferença (p > 0.05) nas duas linhagens de câncer gástrico (AGP01 - 

24h = 1.60, 48h = 1.34 e 72h = 0.60; ACP03 - 24h = 1.51, 48h = 1.10 e 72h = 0.87) 

corroborando com o ponto de corte estabelecido na metodologia de IS visto que as 

IC50% da linhagem não neoplásica precisam ser pelo menos três vezes maiores do 

que as IC50% das linhagens neoplásicas, logo, CB não demonstrou seletividade para 

essas linhagens de câncer gástrico. 
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Figura 02: Valor de Índice de Seletividade com base no IC50% das linhagens MRC-

5, AGP01 e ACP03 nos tempos de 24h, 48h, e 72h. Legenda: EEF = Extrato 

Etanólico do Fruto, CB = Cucurbitacina B. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 

EXPRESSÃO 

Este estudo investigou a expressão dos genes EPCAM, MYC, BCL2 e 

CCND1 em relação à influência de CB e EEF, como apresentado na figura 03. As 

análises revelaram que o tratamento das células com CB e EEF reduziu a 

expressão de EPCAM em MRC-5 e AGP01 (p < 0.05). Não foi observada influência 

significativa (p > 0.05) na expressão de CCND1 nas linhagens estudadas. 
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Figura 03: Avaliação da expressão relativa normalizada de diferentes alvos em 

linhagens celulares humanas. Legenda: EEF=Extrato Etanólico do Fruto, 

CB=cucurbitacina B. Para a linhagem  MRC-5 as concentrações foram EEF=17.625 

ng/ml e CB=3.95 ng/ml. Na linhagem AGP01 foram EEF=2.45 ng/ml e CB=2.945 

ng/ml, e para a linhagem ACP03 as concentrações foram EEF=0.935 ng/ml e 

CB=3.58 ng/ml.  

Embora CB tenha elevado expressão de MYC em MRC-5, reduziu em 

ACP03, e esta redução também foi significativa quando comparada a influência da 

cucurbitacina B nas outras linhagens (p < 0.05). Tal efeito também pode ser notado 

pela ação do EEF na ACP03 quando comparada a MRC-5 (p < 0.05). CB reduziu a 

expressão de BCL2 em MRC-5 e a elevou em ACP03 (p < 0.05). O mesmo efeito 

pode ser observado com o uso do EEF (p < 0.05). O aumento da expressão foi 

significativamente maior em ACP03 quando comparada a MRC-5, quando avaliada 

a ação de CB. 
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Interessantemente a elevação da expressão de MYC está associada a 

redução de BCL2 em MRC-5, fato este que foi observado de maneira inversa 

(redução de MYC e aumento de BCL2) na linhagem ACP03 (p < 0.05). 

 

DETECÇÃO DE MORTE CELULAR POR APOPTOSE E NECROSE 

A avaliação do tipo de morte celular nas linhagens foi realizada após 24h de 

tratamento para investigar a viabilidade, apoptose e necrose do extrato e da 

substância isolada. Para a linhagem MRC-5, EEF e CB, nas duas concentrações 

testadas, apresentaram diferença significativa em comparação ao controle negativo 

(figura 04). O EEF1 e EEF2 induziu mais apoptose (p<0.001) e necrose (p<0.05) 

que o controle negativo. CB1 e CB2 ocasionaram mais morte por apoptose 

(p<0.001), em comparação ao controle negativo, no entanto, o CB1 causou mais 

indução de apoptose e necrose que CB2 (p<0.001), relacionado ao aumento da 

concentração. Ao comparar EEF1 com EEF2, observou-se maior indução de 

apoptose de forma dose dependente (p < 0.05). 
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Figura 04: Avaliação da morte celular por apoptose e necrose induzida por 

diferentes concentrações de EEF e CB. Legenda: EEF=Extrato Etanólico do Fruto, 

CB=cucurbitacina B. A amostra CN = controle negativo. Para a linhagem  MRC-5 

as concentrações foram EEF1=17.625 ng/ml, EEF2=8.8125 ng/ml, CB1=3.95 

ng/ml, CB2=1.975 ng/ml. Na linhagem AGP01 foram EEF1=2.45 ng/ml, 

EEF2=1.225 ng/ml, CB1=2.945 ng/ml, CB2=1.4725 ng/ml e para a linhagem 

ACP03, as concentrações foram EEF1=0.935 ng/ml, EEF2=0.4675 ng/ml, 

CB1=3.58 ng/ml, CB2=1.79 ng/ml. *p<0.5, **p<0.01, ***p<0.001. 

 

Na linhagem de câncer gástrico AGP01 o EEF1, EEF2, CB1 e CB2 geraram 

maior morte por apoptose (p<0.001) que o controle negativo, e EEF1 ainda 

apresentou maior indução de necrose (p< 0.05) que o controle negativo (figura 04). 

Ao confrontarmos os resultados de EEF1 com EEF2 observou-se prevalência de 
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mortes por apoptose (p<0.001) de forma dependente de dose, inclusive EEF1 

gerou mais células necróticas que EEF2. 

Na linhagem neoplásica ACP03, as drogas EEF1, EEF2, CB1 e CB2 

geraram mais morte por apoptose (p<0.001) que o controle negativo, e CB1 e EEF1 

ainda promoveram mais morte por necrose (p<0.01 e p<0.05, respectivamente) que 

o controle negativo (figura 4).  

EEF1 induziu mais apoptose (p<0.01) na AGP01 em comparação a MRC-5. 

Já EEF2 induziu mais morte por apoptose nas células ACP03 que em MRC-5 

(p<0.05), e  AGP01  (p<0.001).  

CB1 induziu (p<0.01) mais morte por necrose na MRC-5 do que na AGP01, 

e induziu mais morte por apoptose na ACP03 (p<0.001) que na AGP01. 

 

ANÁLISE DO CICLO CELULAR DE CÉLULAS NÃO NEOPLÁSICAS E CÂNCER 

GÁSTRICO TRATADOS COM EEF E CB 

A análise do ciclo celular na linhagem MRC-5 não resultou em diferença 

estatística entre o controle negativo (CN) e EEF1, EEF2, CB1 e CB2 (figura 05 e 

06). Também não foi observada diferença estatística entre EEF1 e EEF2, e entre 

CB1 e CB2.  
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Figura 05: Efeito do EEF e CB na distribuição do ciclo celular. Legenda: 

EEF=Extrato Etanólico do Fruto, CB=cucurbitacina B. A amostra CN = controle 

negativo. 

 

Não foi evidenciado, entre extrato e substância isolada, alteração nas fases 

do ciclo celular (figura 05 e 06). Em todas as amostras analisadas (CN, EEF1, 

EEF2, CB1 e CB2) observou-se, naturalmente, prevalência de células na fase 

G0/G1 (mais de 70%). 
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Figure 06: Efeito de EEF e CB na distribuição do ciclo celular em MRC-5. Legenda: 

EEF = Extrato Etanólico do Fruto, CB = cucurbitacina B. A amostra CN=controle 

negativo, EEF1=17.625 ng/ml, EEF2=8.8125 ng/ml, CB1=3.95 ng/ml, CB2=1.975 

ng/ml. 

 

EEF1 apresentou maior quantidade de células nas fases S e G2/M (p<0.05) 

que o controle negativo na linhagem AGP01 (figura 05 e 07). EEF2 (p<0.01), CB1 

(p<0.001) e CB2 (p<0.001) apresentaram mais células na fase G2/M. Não foi 

observada diferença significativa entre as fases do ciclo das células expostas a 

EEF1 e EEF2, logo, a diferença de concentração não influenciou no ciclo celular. 

CB2 apresentou mais células na fase G0/G1 quando comparado com CB1 

(p<0.001). CB1 e CB2 aumentaram, em relação a EEF1 e EEF2 (p<0.05), o número 

de células na fase G2/M. Mas vale ressaltar que nas amostras analisadas (CN, 

EEF1, EEF2, CB1 e CB2) observou-se prevalência de células na fase G0/G1 (mais 

de 62%). 
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Figure 07: Efeito de EEF e CB na distribuição do ciclo celular em AGP01. Legenda: 

EEF = Extrato Etanólico do Fruto, CB = cucurbitacina B. A amostra CN=controle 

negativo, EEF1=2.45 ng/ml, EEF2=1.225 ng/ml, CB1=2.945 ng/ml, CB2=1.4725 

ng/ml. 

 

Na linhagem ACP03 as amostras analisadas (CN, EEF1, EEF2, CB1 e CB2) 

apresentaram maior prevalência de células na fase G0/G1 (mais de 69%). Também 

não houve alteração na cinética do ciclo celular ao compararmos controle negativo 

com EEF1, EEF2, CB1 e CB2, nem entre as próprias amostras nas diferentes 

concentrações. Foi observado que a exposição à CB1 elevou a quantidade de 

células na fase G2/M em comparação ao EEF1 (p<0.05) (figura 05 e 08). 
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Figure 08: Efeito de EEF e CB na distribuição do ciclo celular em ACP03. Legenda: 

EEF = Extrato Etanólico do Fruto, CB = cucurbitacina B. A amostra CN=controle 

negativo, EEF1=0.935 ng/ml, EEF2=0.4675 ng/ml, CB1=3.58 ng/ml, CB2=1.79 ng/ml.  

 

  A linhagem AGP01 exposta a EEF1 apresentou mais células na fase G0/G1 

e na fase S do que na MRC-5 (p<0.01). Já na comparação entre AGP01 e ACP03, 

EEF1 elevou a percentual de células na fase G0/G1 na linhagem ACP03 do que na 

AGP01 (p<0.001), e induziu mais células na fase S em AGP01 do que na ACP03 

(p<0.05). EEF2 resultou em mais células na fase S em AGP01 do que na MRC-5 

(p<0.01), e mais células na fase G0/G1 na linhagem ACP03 do que em AGP01 

(p<0.05). CB1 apresentou mais células na fase G0/G1 nas linhagens MRC-5 e 

ACP03 do que na AGP01 (p<0.001), e mais células na fase S em AGP01 do que 

na MRC-5 (p<0.001) e na ACP03 (p<0.05).  
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EEF E CB REDUZ A ATIVIDADE MIGRATÓRIA DE CÉLULAS DE CÂNCER 

GÁSTRICO 

Nas células MRC-5 não foi observada diferença (p > 0.05) na atividade 

migratória após exposição dessas células às diferentes concentrações de EEF e 

CB em relação ao controle negativo (figura 09). EEF1 em comparação a EEF2 inibiu 

significativamente (p < 0.05) uma maior migração de células no tempo de 24h, logo, 

foi possível verificar a influência da concentração do extrato na maior inibição. CB2 

inibiu mais a migração que EEF2, no tempo de 24h (p < 0.05). 
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Figura 09: Migração celular induzida por EEF e CB na linhagem MRC-5. Legenda: 

EEF = Extrato Etanólico do Fruto, CB = cucurbitacina B. A amostra CN = controle 

negativo, EEF1=17.625 ng/ml, EEF2=8.8125 ng/ml, CB1=3.95 ng/ml, CB2=1.975 

ng/ml. a) Micrografia das células com o risco e b) Quantificação da área do risco. 

*p<0.5. 

 

Na linhagem AGP01 não foi observada diferença estatística (p > 0.05) na 

migração de células após exposição à EEF1, EEF2, CB1 e à CB2 em relação ao 

controle negativo (figura 10). Também não foi verificada diferença (p > 0.05) na 

migração de células expostas à mesma droga em concentrações diferentes, e nem 

na comparação entre extrato e CB. 
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Figura 10: Migração celular induzida por EEF e CB na linhagem AGP01. Legenda: 

EEF = Extrato Etanólico do Fruto, CB = cucurbitacina B. A amostra CN = controle 

negativo, EEF1=2.45 ng/ml, EEF2=1.225 ng/ml, CB1=2.945 ng/ml, CB2=1.4725 

ng/ml. a) Micrografia das células com o risco e b) Quantificação da área do risco. 

 

Na linhagem ACP03 (figura 11) o EEF1 e o EEF2, em comparação ao 

controle negativo, inibiram atividade migratória significativamente no tempo de 24h 

(p < 0.001). Também foi observado inibição significativa da atividade migratória das 

células no tempo de 24h para CB1 (p < 0.05) e CB2 (p < 0.01).  
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Figura 11: Migração celular induzida por EEF e CB na linhagem ACP03. Legenda: 

EEF = Extrato Etanólico do Fruto, CB = cucurbitacina B. A amostra CN = controle 

negativo, EEF1=0.935 ng/ml, EEF2=0.4675 ng/ml, CB1=3.58 ng/ml, CB2=1.79 

ng/ml. a) Micrografia das células com o risco e b) Quantificação da área do risco. 

*p<0.5, **p<0.01, ***p<0.001. 

EEF1 provocou maior inibição (p < 0.001) da migração de células das 

linhagens AGP01 e MRC-5 nos tempos de 12h e 24h em comparação a ACP03. 

EEF2 proporcionou maior inibição da migração de células da linhagem AGP01 nos 
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tempos de 12h (p < 0.001) e 24h (p < 0.05) em comparação a ACP03, já entre as 

linhagens ACP03 e MRC-5 observou-se maior inibição (p < 0.01) na MRC-5 nos 

tempos de 6h e 12h. 

CB1 induziu maior inibição da migração de células da linhagem AGP01 no 

tempo de 24h (p < 0.01) em comparação a ACP03, já na MRC-5, promoveu grande 

inibição (p < 0.001) da migração de células nos tempos de 12h e 24h, também em 

relação à ACP03. A análise dos resultados de CB2 mostrou que só houve diferença 

significativa na inibição de células MRC-5 nos tempos de 12h (p < 0.01) e 24h (p < 

0.001) em comparação à ACP03. 

 

TESTE DE MICRONÚCLEO POR BLOQUEIO DE CITOCINESE 

Nas três linhagens MRC-5, AGP01 e ACP03 houve diferença (p<0.05) entre 

os controles negativo e positivo, em que este último induziu maior número de 

micronúcleos (MN’s) conforme o esperado (figura 12). 

 

Figura 12: Frequência de micronúcleos observada nas três linhagens após 

exposição a diferentes concentrações de extrato e substância isolada. Legenda: 

EEF = Extrato Etanólico do Fruto, CB = Cucurbitacina B. A amostra CN = Controle 
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Negativo, CP=Controle Positivo (Doxorrubicina 200.0 ng/ml). Para a linhagem  

MRC-5 as concentrações foram EEF1=17.625 ng/ml, EEF2=8.8125 ng/ml, 

CB1=3.95 ng/ml, CB2=1.975 ng/ml. Na linhagem AGP01 foram EEF1=2.45 ng/ml, 

EEF2=1.225 ng/ml, CB1=2.945 ng/ml, CB2=1.4725 ng/ml e para a linhagem 

ACP03, as concentrações foram EEF1=0.935 ng/ml, EEF2=0.4675 ng/ml, 

CB1=3.58 ng/ml, CB2=1.79 ng/ml. *p<0.5. 

 

Na MRC-5 o EEF1, EEF2 e CB2 induziram menor número (p < 0.01) de 

micronúcleos que o encontrado no controle negativo (figura 12), porém CB1 

apresentou mais micronúcleos que o controle negativo, mas não foi 

estatisticamente significativo (p > 0.05). EEF1, EEF2, CB1 e CB2 induziram uma 

quantidade muito inferior de micronúcleo que o controle positivo (p < 0.001). Ao 

comparar EEF1 com EEF2 não foi observada diferença significante no número de 

micronúcleos, já CB1 e CB2 tiveram diferença significativa visto que o número de 

MN’s nas células tratadas com CB1 foi maior (p < 0.001). CB1 também mostrou 

maior indução de MN’s que EEF1 (p < 0.001). 

EEF1, EEF2, CB1 e CB2 não apresentou diferença estatística (p > 0.05) no 

número de MN’s da linhagem AGP01, quando comparado ao controle negativo 

(figura 12). O controle positivo induziu a formação de uma quantidade muito grande 

(p < 0.001) de MN’s em relação aos EEF1, EEF2, CB1 e CB2. Observou-se uma 

relação dependente da concentração na resposta de indução de micronúcleos (p < 

0.05) entre EEF1 e EEF2, e entre CB1 e CB2. 

Na linhagem ACP03 não foi observada diferença estatística (p > 0.05) entre 

o controle negativo e EEF1, CB1 e CB2 (figura 12), no entanto, EEF2 induziu menos 

MN’s que este controle (p < 0.05). Verificou-se ainda que não foi apresentada 
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diferença estatística (p > 0.05) na quantidade de MN’s entre CB1 e CB2, quando 

comparados entre si. EEF1 gerou maior número de MN’s (p < 0.05) quando 

relacionado à EEF2, mostrando uma relação de aumento de MN’s com o aumento 

de concentração. O controle positivo novamente induziu MN’s de forma muito 

significante (p > 0.001) quando comparada com os resultados de EEF1, EEF2, CB1 

e CB2. 

EEF1 induziu mais micronúcleos na linhagem MRC-5 em comparação com 

AGP01 (p < 0.01). Já EEF2 promoveu maior formação de micronúcleos na linhagem 

MRC-5 que nas linhagens ACP03 (p < 0.01) e AGP01  (p < 0.001). CB1 gerou mais 

micronúcleos na linhagem MRC-5 que nas linhagens ACP03 e AGP01 (p < 0.001). 

CB2 induziu maior formação de micronúcleos na linhagem MRC-5 que na AGP01 

(p < 0.001). 

Em relação ao Índice de Divisão Nuclear (IDN) das amostras (EEF1, EEF2, 

CB1 e CB2) nas três linhagens MRC-5, AGP01 e ACP03 (Supplementary 

Information, figure 01), foi observado que houve grande diferença significativa (p < 

0.001) entre os controles negativo e positivo. Nas três linhagens os IDN das 

amostras foram maiores que o controle positivo de forma significativa (p<0.001). 

Para MRC-5 em relação ao controle negativo, os valores dos IDN foram 

aproximados, porém ocorreu redução para CB1 (p<0.01) e aumento do índice em 

CB2  (p<0.05). Já na linhagem AGP01, verificou-se que o índice na amostra com 

EEF1 é menor quando comparado ao CN (p<0.05), e que na amostra com CB2 o 

índice aumentou em relação ao mesmo controle. Na outra linhagem de câncer 

(ACP03), a comparação de índices entre EEF1, EEF2, CB1 e CB2 com o CN resulta 

em valores estatisticamente menores que o índice do controle negativo (p<0.05).  
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DISCUSSÃO 

O Extrato Etanólico do Fruto (EEF) e a cucurbitacina B (CB) foram obtidos 

do fruto de Luffa operculata e utilizados na investigação da citotoxicidade e 

seletividade entre células não neoplásicas e neoplásicas humanas. Os resultados 

(figura 01 e 02) indicaram EEF é mais citotóxico e seletivo nas linhagens de câncer 

que CB, e essa maior atividade biológica do extrato pode estar relacionada com 

possível efeito sinérgico entre as substâncias que o compõem, visto que extratos 

podem apresentar maior potencial de atividade biológica que seus componentes 

químicos isolados (Rasoanaivo et al., 2011). Estudos com extratos de Luffa 

operculata em células neoplásicas são escassos, no entanto, outras espécies de 

cucurbitáceas como a Luffa echinata e Luffa cylindrica foram avaliadas em 

diferentes tipos de modelos de neoplasias (Shang et al., 2016; Abdel-Salam, 

Awadein e Ashour, 2019; Abdel-Salam, Abou-Bakr e Ashour, 2019; Yehia et al., 

2020). Esses estudos corroboram com os resultados da presente pesquisa, pois 

apresentaram alta citotoxicidade em células de câncer. 

EEF e CB induziram de forma significativa (p<0.05) a morte por apoptose 

das linhagens estudadas (Figure 4) e uma hipótese que pode corroborar com esse 

resultado é de que a cucurbitacina B regula negativamente a sinalização JAK2 / 

STAT3, inibindo essa via de sinalização conforme observado em outros estudos 

(Zhang et al., 2014; Zheng et al., 2014; Xie et al., 2016; Zhang et al., 2017; Xu et 

al., 2020). Essa via também pode estar associada a regulação das proteínas 

mitocondriais que desencadeiam a via apoptótica (Bax, Bad e caspases clivadas) 

(Zhang et al., 2017), e com isso contribuindo para a inibição de proliferação celular 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Abdel-Salam+IM&cauthor_id=30287196
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Awadein+NE&cauthor_id=30287196
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Ashour+M&cauthor_id=30287196
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Abou-Bakr+AA&cauthor_id=30995545
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Ashour+M&cauthor_id=30995545
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Yehia+S&cauthor_id=33369466
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e a indução de apoptose por ação de EEF e CB. Também é importante destacar 

que MYC é um dos alvos a jusante da via JAK / STAT, logo, a inibição dessa via 

pode contribuir com a diminuição da expressão de mRNA de MYC como observado 

em Xu et al., (2020) por intermédio do tratamento com CB em células de câncer 

gástrico. 

O aumento de expressão de MYC frequentemente está relacionado a 

tumores malignos sólidos (Mastronikolis et al., 2019), logo, a diminuição da sua 

expressão em células de câncer representa uma potencial via terapêutica para o 

câncer, tal fenômeno foi observado neste estudo, visto que tanto a CB, quanto o 

EEF induziram a diminuição da expressão de MYC na linhagem ACP03 quando 

comparada a linhagem MRC-5. Este resultado sugere que a quantidade de CB 

presente no EEF foi suficiente para ocasionar o mesmo efeito nos modelos 

celulares. 

Um estudo de docking pôde predizer que CB tem capacidade de interferir na 

fosforilação de JAK1 e JAK2 que estão envolvidas na ativação da via JAK / STAT 

responsável pela fosforilação de STAT3 (Galucio et al., 2022), e uma possível via 

envolvida no aumento de expressão de MYC no câncer é o aumento da ativação 

de STAT3 (Hadjidaniel et al., 2017). 

 A capacidade de atuar na redução da expressão de MYC é um achado 

muito promissor visto que este MYC é responsável pela regulação de vários genes 

envolvidos na coordenação do crescimento e proliferação celular e a sua 

amplificação é observada em praticamente todos os tipos de câncer (Kalkat et al., 

2017). A possibilidade de um extrato natural impactar na expressão de um 
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oncogene tão relevante, traz luz a perspectivas terapêuticas com fitoterápico para 

diversos cânceres humanos.  

Na linhagem ACP03, além de ocorrer a diminuição de MYC, houve aumento 

na expressão de BCL2 quando exposta a CB, porém, sabe-se que a expressão do 

gene BCL2 não implica obrigatoriamente no funcionamento da via antiapoptótica 

visto que a atuação da proteína desse gene depende da fosforilação ativada por 

agonistas, como por exemplo, os agonistas quinases PKCα, p44 MAPK/ERK1, p42 

MAPK/ERK2 e JNKs; estes agonistas podem promover a fosforilação de BCL2 em 

vários locais no domínio de alça flexível (FLD), como na treonina 69, na serina 70 

e na serina 87. Percebe-se que a expressão do gene BCL2 em amostras de 

cânceres pode não estar diretamente relacionada com um pior prognóstico para 

todos os tipos de tumores ou resistência a terapias anticâncer (Ruvolo; Deng; May, 

2001; Zhou et al., 2017), e no presente estudo o aumento da expressão desse gene 

não impactou na redução da morte celular conforme resultados obtidos pelos 

ensaios de MTT e de apoptose.  

A análise da expressão de CCND1 não evidenciou alterações 

estatisticamente significante nessas linhagens estudadas, e apesar da regulação 

positiva desse gene estar relacionada a vários tipos de câncer, os resultados do 

presente estudo não evidenciaram que CB e EEF modulam a expressão desse 

gene, assim, pode-se inferir que as vias de regulação proliferativa, diante das 

concentrações utilizadas neste estudo, não impactaram diretamente na expressão 

deste efetor. O estudo de Xie et al. (2016) detectou que a CB induziu redução da 

expressão de CCND1 porém, para isso, utilizou concentração maior de CB que o 

estudo atual. 
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A linhagem AGP01 apresentou resultados significantes no ciclo celular 

(p<0.05) ao evidenciar maior influência tanto de EEF como de CB na dinâmica do 

ciclo, visto que ambos induziram o aumento do percentual de células na fase G2/M 

do ciclo, principalmente em amostras expostas a CB. Já nas células ACP03, 

comparando as amostras EEF1 e CB1, esta última teve maior quantidade de 

células em G2/M (p<0.05). Esses resultados corroboram com os de Zhu et al. 

(2012), Guo et al. (2014), Wang et al. (2017), Jin et al. (2018), Zhou et al. (2019), 

que avaliaram a influência de cucurbitacina B no ciclo celular em diferentes células 

neoplásicas. O estudo de Kausar et al. (2013) sugere que CB altera os níveis de 

várias proteínas celulares, por exemplo ERK e STAT3, para induzir a parada G2 / 

M. 

CB e EEF provocaram redução de EPCAM em AGP01 e essa redução está 

relacionado a um ponto positivo, visto que a superexpressão de EPCAM pode ser 

associada à metástase e tumores maiores, logo, a um pior prognóstico no câncer 

gástrico (DAI et al., 2017). Essa redução de EPCAM foi observada ACP03 porém 

de maneira não significativa (p>0.05). Uma possibilidade para essa diferença pode 

estar relacionada a presença de trissomia do cromossomo 2 (locus do EPCAM) 

observada somente nas células AGP01, (Leal, 2009) o que poderia influenciar em 

uma maior expressão basal, e assim refletir em um maior impacto de um agente 

redutor da expressão deste alvo. 

Em relação a avaliação da atividade migratória das células das linhagens 

expostas a EEF e CB, a ACP03 foi a que apresentou inibição da atividade migratória 

de forma significativa (p<0.05) ao final do experimento (após 24h de análise). 
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Importante ressaltar que essa linhagem foi a única das três que apresentou redução 

da expressão de MYC após exposição a EEF e CB. O estudo de Liu et al. (2019) 

sugere que a protease específica da ubiquitina 22 (USP22) está associada a 

progressão do câncer gástrico, de forma que a diminuição de USP22 diminui a 

migração e invasividade do câncer gástrico visto que USP22 modula as vias de 

sinalização FOXO1 e YAP dependentes de c-Myc / NAMPT / SIRT1. Logo, o estudo 

alega que a diminuição de USP22 está relacionada com a diminuição de c-Myc / 

NAMPT / SIRT1. 

EEF e CB não promoveram aumento significante (p < 0.05) das frequências 

de micronúcleos nas linhagens de câncer e na linhagem não neoplásica, em 

relação ao controle negativo, logo, não foi observada genotoxicidade de EEF e CB 

nas condições testadas. Observou-se a diminuição de IDN nas células expostas a 

EEF e CB, principalmente na linhagem ACP03 (p < 0.05) e esse resultado 

corroborou com a diminuição da proliferação celular. Conforme dito anteriormente, 

CB está relacionada a inibição de STAT3 (Zhang et al., 2014) e o estudo de Ferraz 

et al. (2017) mostrou que um outro inibidor de STAT3 também não induziu 

genotoxicidade, todavia promoveu a apoptose, inclusive devido a esse resultado, 

foi considerado promissor para novos estudos que avaliassem o tratamento no 

câncer. Esses resultados nos fornecem alguma perspectiva sobre segurança do 

uso desses agentes como quimioterápicos de uso humano. 

CONCLUSÃO 

Extrato Etanólico do Fruto (EEF) de Luffa operculata e a cucurbitacina B 

(isolada desse extrato) promoveram alta citotoxicidade nas linhagens de câncer 
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gástrico com destaque para alta seletividade de EEF na ACP03. EEF e CB 

promoveram alterações fenotípicas importantes ao reduzir a expressão de MYC na 

ACP03, que foram observadas no elevado índice de morte por apoptose promovido 

nas linhagens estudadas, assim como o fato de ter sido evidenciado que a 

cucurbitacina promove o aumento de células em G2/M no ciclo celular. Sugere-se 

que CB, componente majoritário de EEF, atua como inibidor de STAT3, e que a 

inibição dessa via está associada a diminuição da expressão de MYC, o que 

impacta na redução da progressão celular e principalmente na baixa sobrevivência 

das células neoplásicas. Outros aspectos fenotípicos interessantes, foram a 

inibição da atividade migratória das células e a diminuição de IDN observada em 

ACP03, reforçando um papel antineoplásico desses agentes. Apesar de EEF e CB 

induzirem elevada citotoxicidade, não foi observada indução de genotoxicidade. 

Considerando estes achados, o estudo corroborou com a validação da importância 

das cucurbitacinas no tratamento do câncer e permitiu entender que o extrato de L. 

operculata é tão promissor quanto CB e mais seletivo para as linhagens de câncer 

gástrico estudadas. Os resultados favoráveis dessa pesquisa trazem evidências 

claras de que novos estudos moleculares e conduzidos in vivo devem ser 

encorajados para contribuir com o tratamento do câncer. 

METODOLOGIA  

Cultura Celular 

A linhagem celular de Adenocarcinoma Gástrico Primário (ACP03) foi estabelecida 

da amostra de um tumor removido da região do antro do estômago; já a linhagem 

AGP01 foi estabelecida a partir do líquido ascítico do adenocarcinoma gástrico que 

estava na região do antro e corpo do estômago; estas linhagens foram 

estabelecidas a partir de pacientes oncológicos do norte do Brasil  (Leal, 2009). 
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Também foi utilizada a linhagem normal humana MRC-5. ACP03 e AGP01 foram 

cedidas pelo grupo de pesquisa associado ao Laboratório de Citogenética Humana 

da Universidade Federal do Pará. As três linhagens foram cultivadas em meio 

DMEM/F12 (Dulbecco/F12 Modified Eagle Medium/ Nutrient Mixture F-12, Gibco, 

Thermo Fisher Scientific, USA) suplementado com 10% de SBF (Gibco, Thermo 

Fisher Scientific, USA), e penicilina (60 μg/mL) - estreptomicina (100 μg/mL) (Gibco, 

Thermo Fisher Scientific, USA) em uma atmosfera umidificada a 37°C sob 5% de 

CO2. Após 24-48 h de incubação as células em fase de crescimento logarítmico, as 

células foram observadas em microscópio invertido foram removidas da garrafa de 

cultura 75 cm2 (kasvi, BRA) usando 0,25% de tripsina (Gibco, Thermo Fisher 

Scientific, USA). Utilizou-se as mesmas condições de cultivo celular para todos os 

experimentos in vitro a seguir. 

Aquisição dos extratos e substância isolada 

O extrato etanólico foi obtido a partir dos frutos e sementes de Luffa operculata que 

foram coletados no município de Soure-PA (0°72'68" S e 48°50'92" W) no mês de 

agosto de 2016. A identificação botânica foi realizada mediante depósito de uma 

amostra testemunho no herbário da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária 

– EMBRAPA sob o registro IAN194413. O extrato foi obtido dos frutos de L. 

operculata, macerados com EtOH:H2O 70% (Etanol:água, v/v; Dinâmica, BRA) e 

após o período de maceração as soluções foram filtradas e evaporadas à pressão 

reduzida de onde obteve-se o Extrato Etanólico do Fruto (EEF). O perfil 

cromatográfico do extrato dos frutos, o fracionamento do EEF para isolamento do 

marcador farmacológico (cucurbitacina B - CB), assim como a identificação química 

deste marcador foram descritos em Galucio et al. (2022). 

Cell viability assay 

A citotoxicidade foi avaliada nas linhagens MRC-5, AGP01 e ACP03 e foi 

determinada pelo o ensaio colorimétrico do MTT (Mosmann, 1983). Avaliou-se 

concentrações inibitórias de EEF e CB que diminuíram em 50% a viabilidade celular 

(Índice de Citotoxicidade - IC50%) nos tempos de 24, 48 e 72 h (1 x 104, 0.6 x 104, 

0.3 x 104 células por poço, respectivamente). Utilizou-se MTT (Gibco, Thermo 
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Fisher Scientific, USA) na concentração de 500 μg/mL e os cristais formados foram 

dissolvidos com dimetilsulfóxido (DMSO; Merck, DE) e depois de 1 h. As 

absorbâncias das amostras foram medidas em um espectrofotômetro de varredura 

de múltiplos poços SpectraMax i3 (Molecular Devices, USA), utilizando um 

comprimento de onda de referência de 570 nm.  

Selectivity Index (SI) 

Para o cálculo do Índice de Seletividade (IS) foi realizada a divisão da IC50% da 

MRC-5 pela IC50% da AGP01 e ACP03. Considera-se IS relevante a partir do índice 

três (Bézivin, et al., 2003). 

 

qRT-PCR 

Preparo das amostras para extração de RNA e síntese de cDNA 

Para extração do RNA total utilizou-se um cultivo de 25 x 104 de células por poço, 

e cada linhagem (MRC-5, AGP01 e ACP03) teve exposição de ½ IC50 do EEF e da 

CB por 48h. A extração foi realizada com o reagente TRIzol™ (Invitrogen Life 

Technologies, USA) conforme o protocolo do fabricante. A pureza das amostras foi 

determinada pelas razões de absorbância A260/280 nm e A260/230 nm. As 

concentrações de RNA e as razões de absorbância foram medidas 

espectrofotometricamente com um leitor de microplaca SpectraMax i3 (Molecular 

Devices, USA). Para a reação de síntese de cDNA foi utilizado GoScript™ Reverse 

Transcription Mix, Random Primers (Promega Corporation, USA), obedecendo o 

protocolo do fabricante, e o cDNA foi armazenado a -20 °C. 

 

Primer design and qRT-PCR analysis 

As sequências foram retiradas dos autores descritos no quadro 01 e a análise in 

silico das sequências foi realizada através do Primer-BLAST 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) e do AutoDimer software 

(https://www-s.nist.gov/dnaAnalysis/). Todos os genes foram amplificados a partir 

do cDNA. Para as reações de qPCR foi utilizado GoTaq® qPCR Master Mix 

baseado em BRYT-Green (Promega Corporation, USA) em Eco™ Real-Time PCR 

System (Illumina, USA) com as seguintes condições: 50 °C por 2 min, 95 °C por 2 

min, 40 ciclos a 95 °C por 15 s e 60 °C por 1 min, seguido de uma curva de 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
https://www-s.nist.gov/dnaAnalysis/
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dissociação a 95 °C por 15 seg, 55 °C por 15 seg e 95 ° C por 15 seg para verificar 

a especificidade da amplificação por PCR. As reações foram realizadas em 

triplicata e conforme com as instruções do fabricante. Três genes de referência 

(GAPDH, ACTB e SOD2) foram selecionados para este estudo e para analisar a 

estabilidade da expressão do gene de referência em todos os conjuntos 

experimentais foi usado o suplemento do Excel de normFinder v0.953 (Wan et al., 

2011). A expressão relativa dos alvos nas amostras foi calculada usando o método 

Ct comparativo (Livak & Schmittgen, 2001). 

 

Quadro 01: Sequências dos primers utilizados na qRT-PCR analysis 

Gene Primer sequences (5’ - 3’) Product size 
(bp) 

Reference 

GAPDH F - TCAGTGGTGGACCTGACCTG 
R - TGCTGTAGCCAAATTCGTTG 

348 Casseb et al., 
2016 

ACTB F - AGCGGGAAATCGTGCGTG 
R - CAGGGTACATGGTGGTGCC 

309 Wang et al., 2011 

SOD2 F - GGGAGATGTTACAGCCCAGA 
R - CTGATTTGGACAAGCAGCAA 

277 Huang et al., 2011 

EPCAM F - TGTGGTTGTGGTGATAGCAGTT 
R - CCCATCTCCTTTATCTCAGCCTTC 

102 Sadeghi et al., 
2017 

MYC F - CAGCTGCTTAGACGCTGGATT 
R - GTAGAAATACGGCTGCACCGA 

128 Sos et al., 2012 

BCL2 F - TTGTGGCCTTCTTTGAGTTCGGTG 
R - GGTGCCGGTTCAGGTACTCAGTCA 

114 

Khodapasand et 

al., 2015 

CCND1 F - ACAAACAGATCATCCGCAAACAC 
R - TGTTGGGGCTCCTCAGGTTC 

144 Huang et al., 2017 

 

 

 

Análise morfológica para detecção de apoptose e necrose por meio de 

corantes fluorescentes 

As linhagens MRC-5, AGP01 e ACP03 foram cultivadas em densidade de 1 x 104 

células/poço, por 24 h. Após o cultivo, as células foram tratadas com ½ IC50 e ¼ 
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IC50 de 48h do EEF e da CB. Após 24 h de tratamento, o material foi centrifugado 

a 1000 rpm por 5 minutos, e o pellet ressuspendido foi corado com mix dos corantes 

1:1 v/v com Laranja de Acridina (LA; 100 μg/mL; Sigma-Aldrich, Merck, DE) e 

Brometo de Etídio (BE; 100 μg/mL; Sigma-Aldrich, Merck, DE). Para a análise foram 

confeccionadas lâminas e analisadas em microscópio de fluorescência Zeiss Axio 

Imager M2 utilizando aumento de 400X. As porcentagens de células viáveis, 

necróticas e apoptóticas foram calculadas pela contagem de 300 células por grupo 

de amostra a partir de três experimentos independentes conforme McGahon et al. 

(1995), com adaptações. 

 

 

Avaliação da cinética do Ciclo Celular 

Os três tipos celulares foram cultivados em densidade de 1 x 106 células/poço, por 

24h e depois foram tratadas com ½ IC50 e ¼ IC50 de 48h do EEF e da CB. As células 

foram analisadas e contadas por citômetro de fluxo BD FACSVerseTM e fixadas com 

etanol 70% (Merck, DE), incubadas com uma solução contendo Pure Link TM 

RNAse A (100 ug/mL; Thermo Fisher Scientific, USA), posteriormente foram 

coradas com Iodeto de Propídeo (50 µg/mL; Molecular probes Life, Thermo Fisher 

Scientific, USA). Dez mil eventos foram analisados no citômetro de fluxo para 

avaliar a porcentagem de células em G0/G1, S, G2/M (Institute of Cell and 

Molecular Science, 2018). 

Wound healing assay 
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As células das linhagens ACP03, AGP01 e MRC-5 foram semeadas em 

densidade de 2 x 105 células/poço e cultivadas a 37 ºC em estufa de CO2 a 5 % por 

24h, após esse tempo de cultivo foi realizado o “arranhão” no centro de cada poço 

da placa, e as células foram tratadas com ½ IC50 e ¼ IC50 de 48h do EEF e da CB, 

conforme adaptação de Liang et al. (2007). O comportamento das células foi 

observado e fotografado nos tempos de 0, 6, 12 e 24 h, a partir de três experimentos 

independentes. Nas imagens obtidas realizou-se a medida da distância das bordas 

do arranhão com o programa Image J (software 1.48q, Rayne Rasband, National 

Institutes of Health, USA) e o valor da área de três experimentos independentes 

foram analisados estatisticamente conforme Almeida et al. (2020; adaptado). 

 

Técnica de Micronúcleos com bloqueio de citocinese (CBMN) 

As linhagens foram semeadas em densidade de 4 x 105 células/poço e após o 

cultivo, as células foram tratadas, por 24h, com ½ IC50 e ¼ IC50 de 48h do EEF e 

da CB e utilizamos o controle positivo (CP) doxorrubicina (0,2 ug/mL; Sigma-

Aldrich, Merck, DE) devido sua conhecida ação genotóxica. Adicionou-se 

citocalasina-B (3 ug/mL; Sigma-Aldrich, Merck, DE) e após 28h as células foram 

tratadas com solução hipotônica de citrato de sódio 1% (Dinâmica, BRA) e fixadas 

com metanol (MercK, DE) e ácido acético (MercK, DE) na proporção de 5:1 v/v, 

mais formaldeído 37% (MercK, DE), e posteriormente com metanol e ácido acético 

na proporção de 3:1 v/v. Depois da fixação as lâminas foram coradas com Giemsa 

5% (MercK, DE) conforme Fenech & Morley (1985). A análise de diversos 

parâmetros como o micronúcleo convencional e o Índice de Divisão Nuclear (IDN) 
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foi realizada em microscópio óptico de luz em aumento de 1000X (FENECH, 2000; 

GONTIJO & TICE, 2003). 

Análise Estatística 

Todos os testes foram realizados em triplicata em experimentos independentes. Os 

valores de IC50 foram calculados utilizando-se curvas de dose-resposta a partir de 

regressão não-linear seguida por Teste de Tukey. O teste do micronúcleo foi 

analisado por ANOVA seguido do teste de Tukey para as comparações múltiplas,  

com nível de significância de 95% (p≤0,05). Os dados dos demais ensaios foram 

analisados por ANOVA, seguido por Teste de Bonferroni, com nível de significância 

de 95% (p≤0,05). As análises foram realizadas por intermédio do programa 

GraphPad Prism 6.0®. Os valores de p inferior ou igual a 0,05 foram considerados 

estatisticamente significativos. 
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SUPPLEMENTARY INFORMATION 

 

 

 

Tabela 01: Resultado do Índice de Seletividade (SI) dos extratos e substâncias isoladas 

testados em células humanas MRC-5, AGP01 e ACP03 em diferentes tempos de 

tratamento. 

SI 

  MRC-5/ AGP01 MRC-5/ ACP03 

Sample 24h 48h 72h 24h 48h 72h 

EEF (ng/ml) 4.68 7.19 3.72 15.41 18.85 12.10 

CB (ng/ml) 1.60 1.34 0.60 1.51 1.10 0.87 

 

Legenda: EEF = Extrato Etanólico do Fruto e CB = Cucurbitacina B. *p<0,05 e R2 
> 0,96. 

 

Figura 01: Índice de proliferação por bloqueio de citocinese presente nas três linhagens 

após exposição a diferentes concentrações de extrato e substância isolada. 
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Legenda: A amostra CP = controle positivo, CN = controle negativo, EEF1 e EEF2 = Extrato 

Etanólico do Fruto, CB1 e CB2 = Cucurbitacina B. # = p< 0,05.  
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5 DISCUSSÃO GERAL 

A caracterização fitoquímica dos extratos das sementes de Luffa operculata 

visava verificar se havia indicativo da presença das cucurbitacinas, porém tanto no 

Extrato Metanólico da Semente (EMS) quanto no Extrato Etanólico da Semente 

(EES) não foi detectada nenhuma banda característica de cucurbitacina B (CB), 

nas análises de HPLC (high-performance liquid chromatography). Esses resultados 

caracterizaram a ausência do triterpeno CB nas sementes de Luffa operculata da 

amostra coletada, corroborando com os achados de Lang et al. (2012). Em 

decorrência da ausência de CB nos extratos das sementes, estes extratos não 

foram usados para os demais ensaios deste estudo.  

Na caracterização fitoquímica dos extratos dos frutos de L. operculata 

(Extrato Metanólico do Fruto - EMF e Extrato Etanólico do Fruto - EEF), as análises 

por HPLC-DAD apresentaram semelhanças de composição, com ambos 

apresentando bandas cromatográficas sugestivas de compostos da classe dos 

triterpenos. Após o isolamento do composto majoritário de EEF, foi possível 

identificar a CB por NMR (Nuclear Magnetic Resonance), e esta informação foi 

confirmada pela comparação da análise de NMR com a literatura (Ayyad et al., 

2011). 

A avaliação dos resultados de citotoxicidade nas linhagens gástricas MNP01 

e ACP02 demonstraram que o índice de seletividade do EMF e EEF eram 

aproximados (Tabela 2, Capítulo I), mas para a escolha de um extrato de L. 

operculata levou-se em consideração o maior teor de CB em EEF (79.1 µg/mL) 

quando comparado a EMF (44.2 µg/mL), e pelo fato do EEF ser extraído a partir do 
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etanol que é um solvente de maior segurança para uso em humano quando 

comparado ao metanol (Do et al., 2014; USP, 2007). 

Os resultados de IC50% mostraram que EEF e CB induziram maior 

citotoxicidade nas células gástricas estudadas (Tabela 2, Capítulo I) quando 

comparado ao estudo de Liu et al. (2019a) que avaliou CB nas linhagens de câncer 

de pulmão e ao trabalho de Ge et al. (2018) em linhagem de câncer de fígado. Além 

desses estudos, outras pesquisas (Liu et al., 2017; Xu et al., 2020) sobre o efeito 

de cucurbitacinas em células de câncer (gástrico) também utilizaram concentrações 

maiores desses triterpenos para atingir a IC50%, quando comparados aos resultados 

do presente estudo.  Essas comparações aumentaram a perspectiva de EEF e CB 

gerarem uma potencial promessa de possível tratamento quimioterápico para 

câncer gástrico. 

Ainda nas linhagens MNP01 e ACP02 buscou-se avaliar a genotoxicidade 

de EEF e CB através do ensaio do micronúcleo com bloqueio de citocinese, e 

mesmo nas maiores concentrações de EEF e CB (figura 4, Capítulo I) o pequeno 

aumento na formação de micronúcleos (MNs) nas duas linhagens celulares 

avaliadas, não resultou em significância estatística. Portanto, os resultados dos 

MNs não refletiram que a instabilidade genômica possa estar associada a maior 

citotoxicidade do EEF e de CB. Acredita-se que as concentrações testadas não 

foram suficientes para induzir a formação de micronúcleos, ou ainda que se uma 

instabilidade genômica foi realmente induzida, os mecanismos de reparo das 

células testadas foram eficientes, antes da conclusão do novo ciclo celular, pois 

para que o micronúcleo se forme, seria necessário ocorrer uma quebra irreparável 

do DNA (Fenech, 2020). 
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Sabe-se que uma via associada à atividade citotóxica das cucurbitacinas é 

a inibição da fosforilação de STAT3, que também pode ser impactada com a baixa 

expressão de genes como c-Myc e Bcl-xL, resultando no efeito de inibição do 

crescimento celular, atribuído à parada do ciclo celular na fase G2/M e à indução 

de apoptose (Chan et al., 2010; Xu et al., 2020). Com o objetivo de analisar o modo 

de interação da cucurbitacina B com as proteínas JAK1 e JAK2, que estão 

relacionadas à via JAK/STAT foi realizado o estudo de docking molecular, e a 

escolha desses alvos foi em decorrência de estudos anteriores afirmarem que CB 

tem a capacidade de inibir proteínas da família Janus quinase (Yar-Saglam et al., 

2016; Garg et al., 2018). Sabe-se também que proteínas da família Janus quinases 

são responsáveis por ativar STAT3 antes que essa proteína se ligue com sucesso 

ao receptor, e a STAT3 fosforilada, ao migrar para o núcleo da célula, tem a 

capacidade de ativar a transcrição de genes alvo. Há pelo menos dez vezes mais 

STAT3 ativado em células de câncer gástrico do que em células epiteliais normais 

do estômago (Deng et al, 2010), o que apoia a afirmação de que a fosforilação de 

STAT3 está associada à promoção da sobrevivência de células cancerígenas e à 

inibição da apoptose (Liu et al., 2015). 

Os resultados de docking evidenciaram que CB foi capaz de interagir 

favoravelmente com JAK1 e JAK2, sendo capaz de formar ligações com os 

resíduos de aminoácidos de interesse no sítio catalítico. Esse tipo de interação 

pode impedir que JAK tenha a capacidade de se autofosforilar, causando assim a 

inibição de JAK, o que impediria a ativação de STAT3 por essa via (JAK/STAT) 

(Yar-Saglam et al., 2016).  
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Após essas etapas do projeto, verificou-se a ação citotóxica de EEF e CB 

em novos modelos celulares, as linhagens AGP01, ACP03 e MRC-5 (tabela 1, 

Capítulo II), o que resultou em linhagens celulares mais apropriadas para os demais 

ensaios propostos, em decorrência da maior sensibilidade das linhagens de câncer 

gástrico AGP01 e ACP03, e no caso da MRC-5, a escolha foi devido ser 

considerada um modelo comercial padronizado de células não neoplásicas, e muito 

utilizada como parâmetro de comparação em estudos com linhagens de câncer 

(Seifrtová et al., 2017; Mohammadi-Farsani et al., 2018; Novakovic et al., 2020; 

Rouibah et al., 2021). 

Os resultados (figura 01 e 02, Capítulo II) desta segunda etapa do projeto 

com as linhagens AGP01, ACP03 e MRC-5, evidenciaram novamente que EEF é 

mais citotóxico e seletivo nas linhagens de câncer que CB, e essa maior atividade 

biológica do extrato pode estar relacionada com possível efeito sinérgico entre as 

substâncias que o compõem, visto que extratos podem apresentar maior potencial 

de atividade biológica que seus componentes químicos isolados (Rasoanaivo et al., 

2011).  

A figura 4 do Capítulo II, demonstra que EEF e CB induziram de forma 

significativa (p<0.05) a morte por apoptose das linhagens estudadas, e uma 

hipótese para esse resultado é de que a cucurbitacina B pode estar regulando 

negativamente a sinalização JAK2 / STAT3, inibindo essa via de sinalização 

conforme observado em outros estudos (Zhang et al., 2014; Zheng et al., 2014; Xie 

et al., 2016; Zhang et al., 2017; Xu et al., 2020). Essa hipótese estaria corroborando 

com o resultado do estudo de docking molecular no Capítulo I. 
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No Capítulo II, buscou-se observar se EEF e CB poderiam influenciar na 

expressão gênica das linhagens, em relação ao ciclo celular e apoptose e foi 

verificado que tanto a CB, quanto o EEF induziram a diminuição da expressão de 

MYC na linhagem ACP03 quando comparada a linhagem MRC-5. Inclusive infere-

se que quantidade (teor) de CB presente no EEF foi suficiente para ocasionar o 

mesmo efeito. É importante evidenciar que MYC é um dos alvos a jusante da via 

JAK / STAT, logo, a inibição dessa via pode contribuir com a diminuição da 

expressão de mRNA de MYC como observado em Xu et al., (2020), por intermédio 

do tratamento com CB em células de câncer gástrico. 

Na linhagem ACP03, também foi verificado o aumento na expressão de 

BCL2 quando exposta a CB, o que poderia ser considerado um achado 

preocupante, porém, verificou-se na literatura que a expressão do gene BCL2 não 

implica obrigatoriamente no funcionamento da via antiapoptótica visto que a 

atuação da proteína desse gene depende da fosforilação ativada por agonistas, 

portanto, percebeu-se que a expressão do gene BCL2 em amostras de cânceres 

pode não estar diretamente relacionada com um pior prognóstico para todos os 

tipos de tumores ou resistência a terapias anticâncer (Ruvolo; Deng; May, 2001; 

Zhou et al., 2017). Essa hipótese foi reforçada pela avaliação fenotípica visto que 

o aumento da expressão desse gene não impactou na redução da morte celular 

conforme resultados obtidos pelos ensaios de MTT e de apoptose no presente 

estudo.  

A avaliação da expressão de CCND1 não evidenciou alterações 

estatisticamente significante nas linhagens desse estudo e acredita-se que não foi 

possível verificar a modulação da expressão desse gene por CB e EEF devido às 
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concentrações utilizadas, por isso, não foi possível impactar diretamente na 

expressão deste efetor. Essa possibilidade foi aventada após verificação do estudo 

de Xie et al. (2016) que detectou a indução da redução da expressão de CCND1 

por CB, porém, utilizando concentração maior de CB que o estudo atual.   

A avaliação do ciclo celular por citometria, revelou que a linhagem AGP01 

apresentou resultados significantes no ciclo celular (p<0.05) ao evidenciar maior 

influência tanto de EEF como de CB na dinâmica do ciclo, visto que ambos 

induziram o aumento do percentual de células na fase G2/M do ciclo, 

principalmente em amostras expostas a CB. Esse mesmo comportamento foi 

observado células ACP03, ao se comparar as amostras EEF1 e CB1, onde esta 

última teve maior quantidade de células em G2/M (p<0.05). Esses resultados 

corroboram com os de Zhu et al. (2012), Guo et al. (2014), Wang et al. (2017), Jin 

et al. (2018), Zhou et al. (2019), que avaliaram a influência de cucurbitacina B no 

ciclo celular em diferentes células neoplásicas. Inclusive o estudo de Kausar et al. 

(2013) sugere que CB altera os níveis de várias proteínas celulares, como ERK e 

STAT3, para induzir a parada G2 / M. 

CB e EEF provocaram redução de EPCAM em AGP01 e essa redução está 

relacionado a um ponto positivo, visto que a superexpressão de EPCAM pode ser 

associada à metástase e tumores maiores, logo, a um pior prognóstico no câncer 

gástrico (Dai et al., 2017). Essa redução de EPCAM foi observada ACP03 porém 

de maneira não significativa (p>0.05). 

A avaliação da influência de EEF e CB na atividade migratória das células 

das linhagens expostas, destacou que ACP03 foi a mais inibida. E não há como 

deixar de ressaltar que essa linhagem foi a única das três que apresentou redução 
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significativa da expressão de MYC após exposição a EEF e CB. O estudo de Liu et 

al. (2019b) sugere que a protease específica da ubiquitina 22 (USP22) está 

associada a progressão do câncer gástrico, de forma que a diminuição de USP22 

diminui a migração e invasividade do câncer gástrico visto que USP22 modula as 

vias de sinalização FOXO1 e YAP dependentes de c-Myc / NAMPT / SIRT1. 

EEF e CB não promoveram aumento significante (p < 0.05) das frequências 

de micronúcleos nas linhagens de câncer e na linhagem não neoplásica, em 

relação ao controle negativo, logo, não foi observada genotoxicidade de EEF e CB 

nas condições testadas, o que seria compatível com outro inibidor de STAT3, que 

promove apoptose e assim como no presente estudo, não induz genotoxicidade 

(Ferraz et al., 2017). Esses resultados são interessantes do ponto de vista da 

segurança do uso desses agentes como quimioterápicos de uso humano. 

A possibilidade de um extrato natural impactar na expressão do MYC, um 

oncogene tão relevante, levanta perspectivas terapêuticas de um possível 

fitoterápico para diversos cânceres humanos. Acredita-se que CB, componente 

majoritário de EEF (tabela 1, Capítulo I), atua como inibidor de STAT3, e que a 

inibição dessa via pode estar associada tanto a diminuição da expressão de MYC, 

assim também como à capacidade de inibir proteínas da família Janus quinase, 

como JAK1 e JAK2 (Galucio et al., 2022). Essa ação inibitória em STAT3 impactaria 

na redução da progressão celular e principalmente na baixa sobrevivência das 

células neoplásicas. 

Os resultados favoráveis dessa pesquisa trazem evidências claras de que 

novos estudos moleculares e conduzidos in vivo, com os produtos de Luffa 

operculata, devem ser encorajados para contribuir com o tratamento do câncer. 
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