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RESUMO

O cancer € a segunda principal causa de morte no mundo e entre 0s muitos avangos recentes
na quimioterapia contra a doenga, os produtos naturais oriundos de plantas tém desempenhado um
papel importante. O objetivo deste estudo foi investigar a atividade antitumoral de Prosopis
juliflora contra células tumorais humanas MDA-MB-231 (tumor de mama) e SKOV-3 (tumor de
ovario) para buscar novos medicamentos derivados de fontes naturais. Testes in vitro foram
conduzidos com os extratos brutos de folhas e de casca de caule frente as linhagens de células
tumorais MDA-MB-231 e SKOV-3 através do teste de citotoxicidade utilizando MTT (3- (4,5-
dimetiazol-2il) 2,5-difenil tetraz6lio de brometo) através da monitorizacéo apés 24, 48 e 72 h de
exposicao das células tumorais e ndo tumorais a diferentes concentrac@es dos extratos (100; 50;
25;12,5 ug/ mL). Os testes de citotoxicidade também foram realizados contra células ndo tumorais
(fibroblastos). O extrato de casca de caule de P. juliflora inibiu a proliferacdo de células MDA-
MB-231 (28,9%) e ndo inibiu a proliferacéo de linhas de células SKOV-3. Este extrato apresentou
baixa toxicidade frente as células de fibroblasto. Em contraste, o extrato de folhas de P. juliflora
ndo foi ativo em nenhuma linhagem celular testada. O estudo quimico para extracao e isolamento
de compostos ativos oriundo do extrato da casca de caule € recomendado para ensaios in vitro
desses compostos para investigar a atividade antitumoral.
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ABSTRACT

Cancer is the second leading cause of death in the world, among many recent advances in
cancer chemotherapy, plant natural products have played an important role. The aim of this study
was investigated the antitumor activity of Prosopis juliflora against human tumor cells lines MDA-
MB-231 (breast tumor) and SKOV-3 (ovarian tumor) to search for new drugs derived from natural
sources. In vitro test was conducted with crude extract foliar and stem bark against tumor cells
lines MDA-MB-231and SKOV-3 through in using MTT (3-(4,5- dimethythiazol-2yl)2,5-diphenyl
tetrazolium bromide) based cytotoxicity monitoring after 24, 48 and 72 h exposure of the MOLT-
4 cells to different concentration of the extract ranging from 100; 50; 25; 12.5 pg/mL. The
cytotoxicity assays too were realized against cells fibroblast. The extract of stem bark of P.
juliflora inhibited the proliferation of cells lines MDA-MB-231(28.9%) and don’t inhibited the
proliferation of cells lines SKOV-3. This extract presented low toxicity in cells human fibroblast.
By contrast the extract of leaves of P. juliflora were not active in any tested cells lineage. Chemical
study to extraction and isolation of actives compounds of extract of stem bark is recommended to
in vitro assays these compounds to investigate the antitumor activity.

Keywords: Antitumor activity; Natural Products; Prosopis juliflora.
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1 Introducéo

O cancer é uma doenca genética complexa que constitui um importante problema de salde
publica em todo mundo sendo responsavel por cerca de sete milhGes de o6bito a cada ano,
consistindo como a terceira causa mortis mais frequente no Brasil (MINISTERIO DA SAUDE,
2016).

Dentre as neoplasias, o cancer de mama é a mais frequente entre as mulheres em todo
mundo, no Brasil no ano de 2016 foram registrados em torno de 57.000 novos casos, a cada
100.000 mulheres (MELO et al., 2017). Outra neoplasia muito comum em mulheres é o cancer de
ovario, de acordo com os dados do Instituto Nacional de Cancer (INCA), no Brasil até o ano de
2016, foram registrados 6.150 novos casos de cancer de ovario (INCA, 2016).

De acordo com Zhang e colaboradores (2011), os extratos vegetais apresentam um papel
importante no desenvolvimento de quimioterapicos anticancerigenos, uma vez que 74% destes
compostos advem de produtos naturais ou derivados destes. Deste modo, a descoberta de novas
drogas, a partir de produtos derivados de plantas se destacam por ser uma fonte segura e capaz de
originar compostos de alta eficiéncia (VIEIRA et al., 2017). Compostos como diterpeno taxol,
extraido da espécie Taxus brevifolia, utilizado para o tratamento do cancer pulmonar, € um
exemplo de substancias oriunda de vegetais com eficiéncia antitumoral (GURIB-FAKIM, 2006).

Dado que, o cancer e as neoplasias, vendo sendo responsaveis por 75% dos 6bitos, é de
fundamental importéncia as pesquisas para descoberta de novos compostos antitumorais e sua
avaliacdo em varios sistemas tumorais e cultura de tecido, objetivando obter e selecionar
compostos mais efetivos (BRANDAO et al., 2010). Para isso, a utilizacdo de testes simples e
rapidos capazes de avaliar as atividades biologicas de extratos e compostos vegetais, vem sendo
utilizados para obtengdo de melhores indicagOes na utilizagdo das plantas, e por isso devem ser
aplicados continuamente.

Neste contexto, 0 presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antitumoral do
extrato hidroalcéolico das folhas e casca de caule da espécie vegetal Prosopis juliflora frente a
celulas tumorais das linhagens MDA-MB-231 (tumor de mama) e SKOV-3 (tumor de ovario).

2 Materiais e Métodos
2.1 Material vegetal e obtencéo dos extratos

Diferentes partes vegetais de P. juliflora foram coletadas, de forma randomizada, em
individuos arboreos distribuidos na Praca Centenario, no bairro do Farol, na cidade de Maceio,
Alagoas. Ap0s a coleta, as partes vegetais foram acondicionadas em sacos plasticos e levados ao
Herbario do Instituto do Meio Ambiente de Alagoas (IMA/AL) para confirmacdo da espécie por
especialistas. Uma exsicata foi depositada sob o nimero IMAL-9638.

Para esta pesquisa, as folhas e cascas de caule de P. juliflora, foram submetidas a secagem
em estufa a 50 °C e deixados no local até a obtencdo de um teor-padréo de 20% de umidade. Apds
a secagem, separadamente, cada parte vegetal foi triturada, com o auxilio de um moinho, € o p6
resultante acondicionados em fracos de vidros individuais e identificados.

Para obtencdo dos extratos, 100 g do pé de cada parte vegetal, foi separadamente,
misturados em solugdo agua: &lcool etilico P.A 50% por 72 h, 25 °C, ao abrigo da luz. A mistura
foi filtrada e o extrato concentrado em rotaevaporador rotativo sob vacuo a 30 °C. Apés a
evaporacgéo total do solvente, obteve-se os extratos EF (extrato da folha) e ECC (extrato da casca
do caule), estes foram, separadamente, acondicionados em recipientes de vidros devidamente
identificados. Quando selecionados para os ensaios de atividade antitumoral, os extratos foram
diluidos em dimetilsulfoxido a 0,01% (DMSO 0,01%), uma vez que este ndo interfere no
desenvolvimento celular, conforme afirma Ostrosky et al. (2008).
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2.2 Cultura de Células

Para os ensaios de proliferacdo celular foram utilizadas trés linhagens de células humanas:
MDA-MB-231 (tumor de mama) e SKOV-3 (tumor de ovario), obtidas junto a Sigma-Aldrich®; e
FH (fibroblastos), obtidos junto ao banco de células da Universidade Federal do Rio de Janeiro
(UFRJ). As manipulagdes das culturas celulares foram realizadas em camara de fluxo laminar
vertical, de acordo com a metodologia descrita por Lemes et al. (2017).

As células tumorais foram cultivadas em meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e mantidas em incubadora
a 37 °C e 5% de CO>. Quando recrutadas para os testes bioldgicos, as células foram submetidas a
tripsinizacao. Para isso, 0 meio de cultura foi removido, as células foram lavadas com 5 mL de
tampdo de fosfato-salino (PBS), apds esse procedimento, 2 mL de tripsina foram adicionados e
submetidas a incubacgdo, por 5 minutos, sob as condic¢Bes anteriormente descritas. Transcorrido
esse periodo, as células foram centrifugadas a 1000 rpm por 5 minutos, o sobrenadante foi
descartado e o pellet foi ressuspenso em 5 mL de DMEM. Para avaliar a viabilidade celular, foi
utilizado o corante de exclusao, azul de tripan, no qual foram adicionados 10 pL do corante e 10
uL de suspensdo celular. Em seguida, foi realizada a contagem de células em Camara de Neubauer.

2.3 Ensaio de proliferacéo celular

Os efeitos dos EF e ECC de P. juliflora sobre a proliferacdo das células MDA-MB-231,
SKOV-3 e FH, foram determinados através do ensaio de MTT [brometo de 3-(4,5-dimetil-tiazol-
2-il)-2,5-dimetiltetrazolio) conforme descrito por Mosmann (1983). Em placas de 96 pocos, uma
concentragéo celular de 1x10*200 pL, foram plaqueadas em meio DMEM suplementado com
10% de SFB e suplementos adicionais; em seguida, as células foram incubadas por 24 horas a 37
°C e 5% de CO3, transcorrido este periodo, foram adicionados extratos nas concentragdes de 100;
50; 25; 12,5 pg/mL. Como controle positivo foi utilizado o farmaco padrdo doxorrubicina (1,35
pg/mL) e como controle negativo foram utilizados meio de cultura suplementado com SBF sem
células. As células foram incubadas por 72 horas sob as condic¢des descritas anteriormente. Apds
0 tempo de incubacdo, o sobrenadante de cada poco foi retirado e uma solucdo de MTT (0,5
mg/mL) foi adicionada (100 pL/poco). As placas foram mantidas sob auséncia de luz durante 4
horas a 37 °C, em seguida, foi adicionado DMSO (100 pL/po¢o), para diluir os cristais formados.
A leitura da absorbancia foi realizada em leitor de placa de ELISA a 540 nm. Os valores de
proliferacdo celular foram comparados com os valores dos pogos com meio de cultura sem células
(Controle negativo) e a analise estatistica foi realizada através da analise de variancia (ANOVA)
seguida pelo teste de Dunnet, utilizando o software BioEstat versdo 5.0.

3 Resultados e Discussao

Os efeitos do extrato da folha (EF) e do extrato da casca de caule (ECC) de P. juliflora na
proliferacdo e viabilidade de células humanas ndo tumorais (Fibroblastos) sdo apresentados na
Figura 1; enquanto os efeitos destes extratos sobre as células tumorais de mama (MDA-MB-231),
de ovario (SKOV-3) sdo apresentados na Figura 2.
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Figura 1: (A) Efeitos de diferentes concentracdes do extrato da folha (EF) e (B) do extrato da casca de caule (ECC)
de P. juliflora na proliferacdo de células ndo tumorais (Fibroblastos). O controle negativo (C-) corresponde as células
tratadas apenas com meio de cultura com SBF e o controle positivo (C+) corresponde as células tratadas com o
farmaco padrao, doxorrubicina.
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Figura 2: (A) Efeitos de diferentes concentra¢des do extrato da folha (EF) e do extrato da casca de caule (ECC) de P.
juliflora na proliferacdo celular de células tumorais de mama MDA-MB-231. (B) Efeitos de diferentes concentragdes
do extrato da folha (EF) e do extrato da casca de caule (ECC) de P. juliflora na proliferacdo de células tumorais de
ovario (SKOV-3). O controle negativo (C-) corresponde as células tratadas apenas com meio de cultura com SBF e
o controle positivo (C+) corresponde as células tratadas com o farmaco padréo, doxorrubicina.

De acordo com os resultados o extrato EF néo afeta a viabilidade das células ndo tumorais,
em contrapartida, o extrato ECC afetou significativamente a viabilidade destas células,
apresentando-se toxico em todas as concentracdes testadas. Quando testados sobre as células
tumorais, os extratos EF e ECC apresentaram atividades distintas. O extrato ECC inibiu a
proliferacdo celular da linhagem celular MDA-MB-231 em 28,3 % na maior concentracao testada
(100 pg/mL). Enquanto o EF ndo se mostrou promissor para atividade antitumoral, uma vez que
o0 extrato ndo exibiu nenhuma atividade frente as células tumorais testadas.

Segundo Casanova e Costa (2017), nos ultimos anos tem-se verificado um grande avancgo
cientifico envolvendo os estudos quimicos e farmacologicos de plantas medicinais que visam obter
novos compostos com propriedades terapéuticas. Particularmente, em relagdo a atividade
antitumoral de produtos naturais, Viera et al. (2017), relatou a atividade citotdxica dos extratos de
Croton urucurana frente células leucémicas humanas U937 e THP1; enquanto, Konan et al.
(2012), relataram a citotoxicidade de flavonoides naturais frente a linhagens de células
relacionadas a tumores agressivos.

Quimicamente, a espécie P. juliflora é rica em polissacarideos, alcaloides, flavonoides e
derivados fendlicos (IBRAHIN et al., 2013; RICON et al., 2014; PREETI et at., 2017); e suas
atividades biologicas apresentam amplo espectro, sendo confirmadas atividades antimicrobiana
(RAJA et al., 2012), atividade antioxidante (ABARCA et al., 2007), atividade antiprotozoaria
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(RAVIKUMAR et al., 2012) e atividade antitumoral de alcaloides isolados de folhas de P. juliflora
frente a linhagens de células T de leucemia (Molt-4), através do ensaio de MTT (SATHIYA e
MUTHUCHELIAN, 2011).

Nesta pesquisa, apenas o extrato de casca de caule de P. juliflora inibiu a proliferacdo de
células tumorais, sendo 28,3% da populacédo de células MDA-MB-231 inibidas de crescer quando
submetidas a concentragdo de 100 pg/mL de ECC. Apesar do baixo percentual de inibi¢do da
proliferacdo, o resultado obtido foi significativo quando comparado com o resultado do farmaco
padrdo, doxorrubicina. Embora, o ECC tenha sido tdxico para células ndo tumorais, em todas as
concentracdes testadas, € importante realizar testes de atividades antitumoral com substancias
isoladas deste extrato, uma vez que de acordo com Gurib-Fakin (2006), em geral, compostos
isolados, apresentam resultados diferentes quando presentes em misturas com outros compostos,
como € o caso dos extratos vegetais.

No que concerne, a inibicao de células tumorais das linhagens MDA-MB-231 e SKOV-3,
Lemes e colaboradores (2017), observaram que 6leos essenciais obtidos dos frutos de Kielmeyera
coriacea inibiram em 38% a proliferacdo de células da linhagem MDA-MB-231; enquanto Jo et
al. (2012), observaram que melitina, veneno extraido de abelhas, inibiu significativamente a
proliferacdo de células cancerosas ovarianas da linhagem SKOV-3. Em uma comparacdo de
resultados, os obtidos neste trabalho, estdo condizentes com os encontrados na literatura, o que
potencializa o extrato da folha de P. juliflora como promissor recurso para obtencéo de substancias
isoladas a serem testadas em ensaios de atividade antitumoral.

A prospeccao de novos compostos com atividade antitumoral a partir de extratos vegetais,
é uma realidade e permitird uma perspectiva de inovacao tecnoldgica para producdo farmacéutica
de novas moléculas antitumorais.

4 Concluséo

O extrato da casca de caule de P. juliflora inibiu a proliferacao celular da linhagem tumoral
MDA-MB-231 (28,3%), embora o extrato, tenha apresentado toxicidade frente a células néo
tumorais (fibloblastos), sugere-se estudos de atividade antitumoral de compostos isolados a partir
deste extrato. Este mesmo extrato ndo afetou a proliferacdo de células tumorais da linhagem
SKOV-3.

O extrato da folha de P. juliflora ndo apresentou efeito inibitdrio sobre a proliferacédo de
nenhuma das células testadas (tumorais e ndo tumorais).

O resultado obtido junto as células MDA-MB-231, potencializa o extrato da casca de caule
de P. juliflora, para ser submetido a um estudo quimico objetivando extracdo e isolamento de
compostos ativos a serem utilizados em ensaios de atividade antitumoral e toxicidade frente a
celulas ndo tumorais.
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