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Resumo: O céncer é uma doenca caracterizada pelo aumento descontrolado da proliferacdo celular,
em geral ocorre paralelamente ao aumento do crescimento e perda da diferenciacdo da célula. Assim
as células cancerigenas perdem suas caracteristicas originais de diferenciacdo e se tornam atipicas. A
grande incidéncia de céncer tem despertado uma necessidade de se encontrar novos agentes
quimioterapicos que sejam mais eficientes no tratamento dessa doenca. O Brasil é considerado o pais
mais rico em biodiversidade, e o bioma caatinga apesar de ser pouco explorado, tem demonstrado um
potencial bioldgico muito significativo no que diz respeito a compostos com atividades bioldgicas
promissoras. O presente trabalho investigou a acdo citotoxica dos extratos organicos da Catanduva,
em células de linhagens tumorais humanas. Os extratos da Catanduva foram obtidos em extrator
automatico seguindo a série eluotrépica de solventes (hexano, acetato de etila e metanol). As linhagens
de células utilizadas foram HEp-2 (carcinoma de laringe humana) e NCI-H292 (carcinoma
mucoepidermoide de pulmdo humano) mantidas em meio de cultura DMEM e MCF-7 (cancer de
mama humano) e HI-60 (leucemia promielocitica aguda) mantidas em meio de cultura RPMI 1640. A
viabilidade celular foi avaliada pelo método do MTT (-3-(4,5-dimetil-2-tiazol) 2,5-difenil-2-H-
brometo de tetrazom). Os extratos foram testados com concentracdo final de 50ug/mL. Os extratos
orgénicos na concentragdo de 50ug/mL, ndo apresentaram citotoxicidade frente as linhagens de células
tumorais testadas. Estudos adicionais com linhagens diferentes deverdo ser realizados a fim de se,
obter mais informagdes acerca do potencial citotoxico desta planta.
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Introducéo

A Pityrocarpa moniliformis, conhecida popularmente como Catanduva, é uma espécie
nativa do Nordeste Brasileiro, sendo encontrada exclusivamente no bioma caatinga
(LORENZI, 2002; AZEREDO, 2009). Pertencente a familia Fabaceae, é considerada a
terceira maior familia de Angiospermas depois da Asteraceae e Orchidaceae; compreendendo
aproximadamente 727 géneros e 19.325 espécies (SOUSA et al., 2009). Na caatinga esta
familia é representada por sete espécies que incluem arvores apicolas e melitofilas muito
comuns em regido de clima semiérido. Esta familia € particularmente rica em flavonoides e
compostos biossinteticamente relacionados, como rotendides e isoflavonoides. Além disso,
alcaldides, terpendides e esterdides sdao exemplos de outras classes de substancias que
ocorrem em muitos exemplares dessa familia (ROCHA e SILVA et al., 2007). Esses
compostos quimicos sdo conhecidos por apresentarem uma série de propriedades
farmacoldgicas que lhes permite atuar em sistemas
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bioldgicos e assim favorecer a saide humana (PETERSON et al.,1998).

A selecdo de uma espécie pertencente a este género para o desenvolvimento do
presente estudo, justifica-se pelo fato dos fitoquimicos serem pouco explorados quanto a sua
composicgdo e potenciais propriedades bioldgicas.

No ambito de pesquisas frente a descoberta de farmacos anticancerigenos, uma
relevante ferramenta utilizada sdo os testes in vitro com base em cultura de células tumorais,
0s quais buscam novas moléculas que evitem o crescimento destas células.

Um dos ensaios citotdxicos in vitro mais utilizados é baseado no teste colorimétrico
com o sal de tetrazolio MTT - brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio],
este ensaio avalia a viabilidade celular, de modo que é efetuado sua leitura em
espectrofotdbmetro de varredura de maultiplos pocos, caracterizando-se como um protocolo
versatil e quantitativo (MOSMAN, 1983). O ensaio de MTT avalia a atividade oxidativa
mitocondrial, ou seja, o sal é reduzido nas mitocéndrias das células vivas, através da clivagem
da enzima succinato desidrogenase, em cristais de formazan, de coloracdo pdrpura, estes
cristais sdo extraidos atraves da adicdo de um solvente apropriado. A varidvel resultante da
quantidade de cristais formados é diretamente proporcional ao nimero de células viaveis.

De acordo com Moser (2011), este ensaio € de caréater rapido, seguro e com alto grau
de precisdo quando comparado a outros métodos colorimétricos ou outras técnicas como as
radioativas (ensaio que consiste na capacidade das células de incorporar substancias
radioativas ou na capacidade liberar um marcador radioativo).

Embora haja uma grande quantidade de tratamentos e agentes anticancerigenos, a
maioria deles exibe uma estreita atividade terapéutica devido a falta de seletividade contra as
células cancerigenas, acarretando em varios efeitos colaterais. Sendo assim, faz-se necessaria
a realizacao de pesquisas tendo em vista, o desenvolvimento de tratamentos e drogas seletivas
que possam eliminar as células tumorais malignas ou torna-las benignas sem afetar as células
normais (KHAZIR et al. 2014).

As plantas medicinais tém se tornado uma alternativa para a descoberta de substancias
com potencial efeito antineoplasico, e para isso sdo propostos modelos de screening de
citotoxicidade, pois, estes permitem a obtencdo de dados preliminares para estudos
posteriores, expandindo cada vez mais a area de pesquisa (ITHARAT et al., 2004). O estudo
fitoquimico tem a finalidade de identificar a composi¢do quimica das plantas ou conhecer o

grupo de metabdlitos secundarios relevantes nas mesmas (CARDOSO, 2004).
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Vaérios estudos tém relatado a atividade citotdxica de extratos obtidos de diferentes
espécies vegetais, Suffredini et al. (2007a) por exemplo, realizou uma triagem de extratos
com atividade antitumoral nas seguintes linhagens celulares: pulmdo, NCI-H460,
adenocarcinoma de célon KM-12, cancer do sistema nervoso central SF-268 e leucemia
RPMI-8226. Neste trabalho foram testados 1220 extratos, de 351 espécies pertencentes a 74
familias, coletadas entre 1997 e 2001. Do total de extratos analisados, 9 mostraram atividade
frente as células de cancer de pulméo, 29 de célon, 14 do sistema nervoso central e 24 de
leucemia.

Outro estudo também relatou a importéncia da introducdo de novas drogas para o
tratamento de cancer de mama, neste, foram testados extratos obtidos de espécies da
Amazonia e da Mata Atlantica, na linhagem celular MCF-7, demostrando atividade citotoxica
em 11 extratos testados, o que equivale a 0,9% do total analisado (SUFFREDINI et al.,
2007b).

Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a citotoxicidade de
extratos das folhas de Pityrocarpa moniliformis frente a linhagens de células tumorais de:
HEp-2 (carcinoma de laringe humana), NCI-H292 (carcinoma mucoepidermoide de pulméo
humano), MCF-7 (cancer de mama humano) e HI-60 (leucemia promielocitica aguda).

Metodologia

As partes aéreas da Catanduva foram coletadas no Parque Nacional do Catimbau, em
Buique, Pernambuco. Suas folhas foram levadas a estufa de circulacdo de ar for¢ado (40-
45°C) por um periodo de trés a quatro dias. A espécie também foi identificada conforme as
técnicas taxondmicas habituais e depositada no Herbario do IPA (Instituto Agrondémico de
Pernambuco). O material vegetal foi processado em moinho de bancada e submetido a
extracdo em aparelho de Soxhlet seguindo a ordem eluotropica dos solventes: hexano, acetato
de etila e metanol. O liquido obtido foi rotaevaporado e deixado em temperatura ambiente
para secagem completa do solvente. Todos os extratos obtidos foram armazenados a -20°C
para anélises adicionais.

A atividade citotoxica foi realizada através do método do MTT brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (ALLEY et al., 1988; MOSMANN, 1983). As
linhagens de células tumorais humanas utilizadas foram HEp-2 (carcinoma de laringe
humana) e NCI-H292 (carcinoma mucoepidermoide de pulmdo humano), mantidas em meio

de cultura DMEM, MCF-7 (cancer de mama humano)
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e HI-60 (leucemia promielocitica aguda) mantidas em meio de cultura RPMI 1640. Os meios
foram suplementados com 10% de soro fetal bovino e 1% de solucdo de antibidtico
(penicilina e estreptomicina). As celulas foram mantidas em estufa a 37°C em atmosfera
Umida enriquecida com 5% de CO..

As células MCF-7, HEp-2, NCI-H292 (10° células/mL) e HL-60 (3 x 10° células/mL)
foram plaqueadas em placas de 96 pocos e incubadas por 24h. Em seguida os extratos
organicos foram dissolvidas em DMSO (1%) e adicionados aos po¢os em concentracao final
de 50pg/mL. O farmaco doxorrubicina (5ug/mL) foi utilizado como padrdo. Ap6s 72 h de
reincubacéo foi adicionado 25uL de MTT (5mg/mL) e depois de 3h de incubacdo, o meio de
cultura com o MTT foi aspirado e 100uL de DMSO foi adicionado a cada poco. A
absorbancia foi medida em um leitor de microplacas no comprimento de onda de 560nm. Os
experimentos foram realizados em quadruplicata e a percentagem de inibicao foi calculada no
programa GraphPad Prism 7.0.

Uma escala de intensidade foi utilizada para avaliar o potencial citotoxico das
amostras testadas, sendo: amostras com atividade (95 a 100 % de inibicdo), com atividade
moderada (inibicdo de crescimento celular variando de 70 a 90%) e sem atividade (inibi¢do de
crescimento menor que 50 %) conforme RODRIGUES et al. (2014).

Resultados e Discusséo

Mediante a andlise das médias das absorbancias em comparacdo com o controle
negativo no ensaio do MTT, na concentracdo final de 50ug/mL, ndo foi observada
citotoxicidade nos extratos organicos (Hexanico, Acetato de eltila e Metanol), testados frente
as linhagens de células tumorais, sem diferenca estatistica entre as amostras e o controle
negativo (DMSO a 1%). O extrato de acetato de etila apresentou os maiores valores de
inibicdo celular para as células HL-60, MCF-7 e Hep-2 (41,7%, 39,1% e 20.9%,
respectivamente), seguido do extrato metandlico que obteve inibicdo de 28,3% para NCI-
H292 e 22,2% para HL-60. O controle positivo, Doxorrubicina, apresentou maior inibicao
celular na concentragéo final de Sug/mL para a linhagem celular HL-60 (97,50%), seguido da
MCF-7, NCI-H292 e Hep-2 (73,2%, 70,1% e 52,6%, respectivamente).
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Tabela 1. Porcentagem de inibicdo celular dos extratos orgénicos da Catanduva frente &

diferentes linhagens de células tumorais.

% de INIBICAO CELULAR

Produtos teste Hep-2 EPM NCI-H292 EPM MCF-7 EPM HL-60 EPM

Extrato hexanico 9,7 0,51 6,9 0,23 15,7 09 112 0,23

Extrato Metanélico 15,4 1,7 28,3 0,81 10,7 08 222 10

Extrato Acetato de etila 20,9 0,76 8,52 0,17 39,1 0,7 417 18

Doxorrubicina 52,6 1,2 70,1 0,5 73,2 06 81,3 09

EPM = Erro Padrao Médio.

Apesar da auséncia de citotoxicidade dos extratos organicos testados frente a essas
linhagens de células tumorais, estudos realizados com a Catanduva tém revelado varias
atividades farmacoldgicas devido ao fato de sua composicdo apresentar substancias quimicas
funcionais como: flavonoides, saponinas, triterpenos e taninos galicos (DA SILVA et al.,
2013). Os flavonoides, classificados como polifendis, despertaram grande interesse dos
pesquisadores por ter sido comprovado que essas moléculas séo responsaveis pela prevencao
do céncer devido a diversos mecanismos bioquimicos, 0s quais atuam na supressdo de
carcinogénese in vitro e em modelo animal (RAMOS, 2007). Outros trabalhos, também tém
relatado que alguns triterpenos possuem propriedades anticancerigenas sobre distintas
linhagens tumorais (GALLO; SARACHINE, 2009). Moriarity et al. (1998) observaram que
uma classe de triterpeno desempenhou acgdo citotdxica sobre células de carcinoma
hepatocelular humano Hep-G2, assim como também em células cancerigenas epidermoides
humanas A-431 e em células H411E de hepatocarcinoma de rato.

Para gque determinado material seja considerado citotoxico, é necessario que ele libere
um elemento ou composto quimico em quantidade suficiente para causar a morte celular. E A
morte celular é causada pela inibicdo das vias metabdlicas. O nimero de células afetadas
indica a dose e a poténcia da substancia analisada capaz de suprimir as células. O conceito de
dose liberada do composto toxico é considerado equivalente a dose absorvida pelas células
(REUTER, 2008).
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O ensaio de MTT é entdo utilizado para determinar a viabilidade celular, avaliando a
capacidade de inibir o desenvolvimento de células tumorais, mediante verificacdo da
atividade de uma enzima mitocondrial - a succinato desidrogenase. E quantificado o quanto
de MTT presente no meio foi reduzido pela atividade metabdlica celular ligada ao NADH e
NADPH formando cristais de formazan, de cor azul, indicando assim a presenca ou nédo de
atividade mitocondrial nas células (apenas células vidveis metabolizam este sal). Dessa
maneira a quantidade de formazan medida por espectrofotometria € diretamente proporcional
ao namero de celulas viaveis (REUTER, 2008).

Apesar dos dados obtidos indicarem que na concentracdo de 50ug/mL, os extratos
organicos ndo demonstraram citotoxicidade frente as linhagens de células tumorais testadas, S&o
necessarios testes adicionais com outras linhagens de células tumorais, a fim de elucidar de
forma mais clara o possivel comportamento ndo citotoxico da Catanduva agregando maior

valor a esta espécie vegetal, que revela-se com promissor potencial terapéutico.

Conclusbtes

Os extratos organicos da Catanduva ndo apresentaram atividade citotdxica tanto in vitro
na concentracdo de 50ug/ml, quanto frente as linhagens de células tumorais pelo método do
MTT. Sendo assim, este estudo gerou resultados que contribuem para melhor um
conhecimento e compreensdo da utilizacdo popular desta planta. Contudo, observa-se a
necessidade de estudos complementares para melhor elucidar e agregar maior valor a espécie,
uma vez que esta possui algumas atividades bioldgicas referenciadas, tornando-a uma planta

com possivel potencial terapéutico.
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