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RESUMO

O estudo tem como objetivo analisar em modelo experimental in vitro o efeito citotdéxico do extrato
etanolico de folhas da espécie Arrabidaea pulchra (Cham.) Sandwith sobre a linhagem celular
de adenocarcinoma de préstata humano (PC-3), como também qualificar a presenca de
metabdlitos secundarios com o estudo fitoquimico do mesmo extrato. As folhas da planta foram
coletadas na Floresta nacional de Acu/RN, Brasil, sendo entdo secas, trituradas e submersas em
etanol absoluto por 48h e a solucao evaporada em evaporador rotativo a 55° C. A analise
fitoquimica do extrato foi realizada. Ja a viabilidade celular realizada pelo teste de exclusédo do
corante azul de tripan e o efeito citotoxico pelo bioensaio de MTT, nas concentragées 1000
pug/mL, 500 pg/mL e 100 pg/mL. A analise estatistica realizada pela analise de variancia (ANOVA)
de duas vias, seguida de pés-teste de comparagaéo multipla de Tukey. Valores de p=< 0,05 foram
considerados significantes. Foi encontrado na analise fitoquimica a presenca dos metabdlitos:
taninos e flavonoides. Ja as concentragdes 500 pg/mL e 100 ug/mL apresentaram maior efeito
citostatico e citotoxico sob as células de cancer de préstata, comparado com o controle positivo
contendo 5 pg/mL de doxorrubicina. O extrato etanélico das folhas da espécie Arrabidaea pulchra
(Cham.) Sandwith nas concentragbes de 500 pg/mL e 100 pg/mL, apresentou agao
antiproliferativa e citotoxica sob as células da linhagem PC-3 nas condi¢cdes experimentais
testadas. Como também a presenca de taninos e flavonoides.

Descritores: Bignoniaceae, Préstata, Efeito Citotoxico.

ANALYSIS CYTOTOXIC AND PHYTOCHEMICAL OF Arrabidaea pulchra
(Cham.) Sandwith

ABSTRACT

The study aims to analyze the cytotoxic effect of ethanol extract of leaves of Arrabidaea pulchra
(Cham.) Sandwith in an experimental model in vitro using the cell line of human prostate
adenocarcinoma (PC-3), as well as qualify the presence of secondary metabolites through the
phytochemical study of the same extract. The plant’s leaves werecollectedin theNational Forestof
Acu/RN, Brazil, and then dried, crushed andimmersedin absolute ethanolfor 48h, thesolution was
thenevaporatedina rotary evaporator at55 °C.Phytochemical analysisof the extract
wasperformed.Cellviability ~ was tested throughtrypan blue exclusion testand
thecytotoxicbioassaywas done by MTTassay using1000ug/mL,500ug/mLand 100ug/mL of the
extract. Statistical analysis was performedby analysis of variance(ANOVA), two-way, followed
byTukey's post-test ofmultiple  comparison. Values of p<0.05were considered
significant.Phytochemical analysis revealedthe presenceofthe following metabolites: condensed
tannins and flavonoids. Extractconcentrations,500ug/mLand 100pg/mLshowed
highercytostaticandcytotoxiceffectonthe prostate cancer cells, compared with thepositive control,
containing5ug/mldoxorubicin.  Theethanol extractof the leavesofArrabidaeapulchra(Cham.)
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Sandwith speciesat the concentrations of 500ug/mLand 100pg/mL, showedan anti-proliferative
and cytotoxic effectsonthePC-3 cell linein the experimental conditionstested. As well asthe
presence of tannins and flavonoids.

Key-words: Bignoniaceae, Prostate, Cytotoxic Effect.

INTRODUCAO

Os vegetais sdo uma das fontes mais promissoras de estudos de compostos
quimicos com efeito antitumoral. Os estudos a respeito de novas drogas provenientes
desses organismos representa uma alternativa promissora na bioprospec¢ao de novos
agentes anticancer, e/ou podendo haver o melhoramento na eficacia do medicamento
diminuindo por muitas vezes muitos efeitos adversos (1,2).

Com isso, podemos destacar a espécie vegetalArrabidaea pulchra (Cham.)
Sandwith, da familia Bignoniaceae, a qual € uma liana que apresenta calice
membranaceo com tricomas multicelulares com apice glandular avermelhado,
distribuidos por toda a inflorescéncia, conferindo a essa espécie uma cor acastanhada
(3). No Brasil, plantas pertencentes a essa familia sdo encontradas da Amazénia até o
Rio Grande do Sul, ndo possuindo um habitat Gnico.

Em relacéo aos estudos quimicos realizados com a espécie A. pulchra,foi isolado
0 acido ursolico, a partir de suas folhas e caule, tendo este apresentado atividade
tripanossomicida(4), foi evidenciado ainda um efeito antiviral contra o virus da dengue
(5), como também foi analisado o efeito toxico de extrato hidroalcodlico formulado a
partir de folhas, demostrando auséncia de toxicidade em modelo experimental in vivo(6).

Havendo assim poucos relatos experimentais de efeitos biolégicos relacionados
ao género Arrabidaea, sendo a espécie mais analisada a Arrabidaea chica. Dela ja
foram isolados compostos como: flavonoides, antocianinas, taninos, fitosteréis e
pigmentos utilizados em cosméticos, tais como carajurona, carajurina e 3
deoxiantocianidina, e ja foram demonstradas atividades tripanossomicidas, antifingicas
e antitumorais in vivo para tumor soélido de Ehrlich(2,7,8). Diante do exposto, o estudo
objetivou analisar em modelo experimental in vitro o efeito citotdéxico do extrato etandlico
de folhas da espécie Arrabidaea pulchra (Cham.) Sandwith sobre a linhagem celular de
adenocarcinoma de prostata humano (PC-3), como também qualificar, com o estudo

fitoquimico, a presenca de alguns metabolitos secundarios de importancia biologica.

MATERIAL E METODOS

Obtencé&o do material vegetal
As folhas de Arrabidaea pulchra (Cham.) Sandwith foram coletadas na Floresta

Nacional de Acu do Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade (Estado
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do Rio Grande do Norte, Brasil) sob consentimento do Sistema de Autorizagdo e
Informacédo em Biodiversidade (SISBIO processo 29755), sendo a espécie identificada
pelo referido instituto.

Preparacéo do extrato

As folhas foram secas a temperatura ambiente (24-35° C) em local sombreado
por 15 dias, sendo entéo trituradas obtendo-se o peso seco de 308 g, posteriormente
fixado em etanol absoluto por 48 horas sendo a solucéo filtrada em papel de filtro,
repetindo-se o processo por 4 vezes. Em seguida, toda a solucéo foi evaporada em
evaporador rotatério a vacuo (QUIMIS™) a uma temperatura de 55° C, obtendo-se o
extrato etandlico (EE), o qual foi liofilizado (Liofilizador LS 42 300 — Terroni™) e

armazenado em freezer a -20° C.

Andlise fitoquimica

Os testes quimicos para a deteccao dos diversos metabdlitos secundarios como:
0s taninos, os flavonoides, as saponinas, os fendis, as antocianinas, as antocianidinas,
as leucoantociadininas, as catequinas e as flavonas, foram realizados de acordo com
Matos(9).

Manutenc¢éo da linhagem PC-3

A linhagem de cancer de préstata PC-3 foi doada pelo Laboratério de
Biotecnologia de Polimeros Naturais da Universidade Federal do Rio Grande do Norte -
UFRN. As células foram mantidas em incubadora (Revco™) a 37°C, 5% de CO., em
atmosfera umidificada, em garrafas de cultura de 25 cm? (TPP®) com meio RPMI 1640
(Gibco®) completo suplementado com 5% de soro fetal bovino (FBS, Gibco®) e 1% de

penicilina/estreptomicina (Invitrogen®).

Ensaio da Viabilidade Celular

A viabilidade celular determinou-se pelo teste de exclusdo do corante vital azul
de tripan em células PC-3 (cancer de préstata) durante um periodo de incubacao de 24
horas. As células foram distribuidas em placa de 96 pocos de cultura estéreis de
poliestireno contendo (1 x 10* células/mL) e as concentragcdes de 1000 pg/mL, 500
pg/mL e 100 pg/mL do EE. Apds o periodo de incubagao as células foram contadas em
camera de Neubauer, sendo o teste realizado em duplicata. Considerou-se como

controle pocos contendo somente as células e o meio de cultura RPMI-1640.

Bioensaio de citotoxicidade pelo método MTT

A citotoxicidade das concentracbes do extrato etandlico foi verificada em
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linhagem celular PC-3 (cancer de préstata) usando do MTT (brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-iol)-2,difeniltetrazélio, Anresco®), ensaio descrito por Mosmann®, por 24
horas de incubacéo a 37°C, 5% de CO_, em atmosfera umidificada. Para tanto, 5 x 10*
células/placa foram cultivadas em placas de cultura estéreis de poliestireno (35 x 10
mm) contendo meio de cultura RPMI-1640 e as concentracées de 1000 ug/mL, 500
pg/mL e 100 ug/mL do (EE). Ao término do periodo de incubagéo o meio foi retirado e
acrescentado a solucdo de MTT, sendo as células incubadas por mais 3 horas. Em
seguida, a solucéo total foi removida e um volume de 1 mL de DMSO (dimetilsulféxido)
acrescentado. A leitura da absorbancia realizou-se no espectrofotdbmetro UV-Mini 1240
(Shimadzu™) a 570nm. A doxorrubicina (5 pug/mL) foi utilizada como controle positivo e

meio contendo somente a concentracao de células como controle negativo.

Analise Estatistica

As comparagfes entre os tratamentos foram avaliadas usando andlise de
variancia (ANOVA) de duas vias nos ensaios com as células PC-3, seguida de p6s-teste
de comparacao multipla de Tukey. Valores de p< 0.05 foram considerados significantes.
Para as analises e elaboracdo dos graficos, utilizou-se como ferramenta o software
GraphPadPrism® versdo 6 para Windows (San Diego, Califérnia, USA). Os dados

sendo apresentados na forma de média + erro padrao.
RESULTADO E DISCUSSAO

Analise Fitoquimica

A prospeccao fitoquimica dos produtos naturais de origem vegetal tem como
objetivo verificar, de forma qualitativa, a presenca dos metabdlitos secundéarios na
composi¢ao quimica do extrato elaborado (9).

A analise fitoquimica do extrato etandlico de Arrabidaea pulchra (Cham.)
Sandwith, mostrou a presenca de taninos condensados e flavonoides do tipo flavonas
(Tabela 1).
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TABELA 1- Analise Fitoquimica de extrato etandlico de A. pulchra.

Constituintes Presente/ Ausente

Fendis e Taninos Presenca de Taninos

Antocianinas e Antocianidinas Ausente

Flavonas, Flavondis e Xantonas Presenca somente de Flavonas

Chaconas e Auronas Ausente
Flavonois Presente
Leucoantocianidinas Ausente
Catequinas Ausente
Flavononas Presente

Andlise fitoquimica do extrato etandlico de Arrabidaea pulchra, mostrando a
presenca para as condicbes experimentais testadas, a presengca de taninos e
flavonoides. Na mistura com varios constituintes reativos, a presenga de um pode
mascarar a indicagdo da presenca de outro.

Doengas como o cancer, esclerose multipla, arteriosclerose estéo relacionadas
a presenca excessiva de radicais livres. Nesse contexto, varios taninos possuem a acao
de capturar radicais livres e transforma-los em radicais estaveis, promovendo assim um
efeito quimiopreventivo no processo de carcinogénese, sendo esse efeito contrariado
por alguns grupos de pesquisa(11).

Dos constituintes presentes no extrato analisado, os flavonoides apresentam
atividade antitumoral, antioxidante, anti-inflamatoria, citostatica, antiangiogénica, dentre
outras de acordo com diversos estudos(12-15).

Os flavonoides, em dieta humana, reduzem os riscos de diversos canceres,
principalmente os que sofrem interferéncia hormonal, como o cancer de mama e o
cancer de prdéstata, tendo sua estrutura quimica como uma fonte inspiradora para novos
guimioterapicos(13).

O estudo da composicdo quimica dos vegetais é por muitas vezes interferida
pela grande multiplicidade dos constituintes de ordem quimica, sendo a sua analise
fitoquimica dificultada. A presenca de componentes com propriedades fisicas muito
proximas, ou a quantidade de determinados compostos quimicos, podem encobrir a

efetivac@o da andlise quimica (9).

Viabilidade Celular

O corante azul de tripan permite distinguir as células viaveis das néo viaveis,

REVISTA SAUDE E CIENCIA On line, 2014; 3(3):53-63, set-dez, 2014.



Oloris SCS, Alves MSD, Marinho MJM, Medeiros MLS. ANALISE CITOTOXICA E FITOQUIMICA DE Arrabidaea pulchra (Cham.) Sandwith

pela incorporacado, via membrana plasmatica, do corante de cor azul(16).

Nesse sentido, a viabilidade celular analisada pelo teste de exclusdo do corante
azul de tripan mostrou, para as concentragdes de 1000 pg/mL, 500 ug/mL e 100 ug/mL
do extrato etandlico de Arrabidaea pulchra, que houve uma redugéo significante no
namero de células apés 24 horas de incubacdo. Sendo a concentragao 100 ug/mL a
gue apresentou o maior efeito sob a proliferacdo das células de cancer de prostata,
comparando com as células ndo tratadas, sendo assim considerada uma concentragdo
que acarreta um efeito citostatico e/ou citotdxico sob as células de cancer de prostata in

vitro (Figura 1).

Viabilidade Celular
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100+ —— 500pg/ml
= 100pg/ml
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FIGURA 1- Viabilidade celular pelo método de exclusédo pelo corante azul de tripan em linhagem
PC-3 do EE de A. pulchra incubados por 24 horas. p<0.05.

A mesma figura (Figura 1) mostra que houve uma diminui¢do na proliferagéo
celular superior a 64%, tendo como parametro o controle contendo somente as células,
quando se utilizou da concentragao de 1000 pg/mL do extrato etandlico e abaixo de 15%
para a concentragdo de 500 pg/mL, mostrando que a concentragdo de 500 ug/mL
acarretou um efeito na inibicdo da proliferacéo celular capaz de provocar paralizacao
muito maior que 50% do crescimento celular.

Tendo como o tempo de dobramento, para a linhagem PC-3 (cancer de préstata)
nas condicdes de manutencdo estabelecidas pelo nosso grupo de pesquisa, de
aproximadamente 14 horas (Figura 2) e de declinio celular entre 36 e 48 horas, a
escolha de 24 horas de incubacdo das células para o teste de viabilidade celular
corrobora com o tempo estimado para a verificacdo do efeito inibitério da proliferagéo
celular, j& que estas células normalmente tém um tempo de dobramento de 10 a 14
horas (17).
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FIGURA 2: Curva de crescimento das células PC-3 estabelecida e padronizada no Laboratério
de Cultura Celular da Universidade Federal Rural do Semi-Arido.

Assim sendo, € importante estabelecer uma fase inicial Go igual para toda a
concentracao celular utilizada no teste, a fim de padronizar a fase em que as células se
encontram quanto ao efeito das concentrac¢oes testadas, permitindo assim o inicio dos

estudos do mecanismo de acéo da substéancia analisada.

Bioensaio de MTT

A determinacdo do efeito citotoéxico de compostos naturais em modelos
experimentais in vitro vem trazendo grandes contribuicdes para a descoberta de novos
agentes anticancer(18). O interesse na utilizacdo desses modelos experimentais é
intensificado pelo curto tempo para obtencao dos resultados e reprodutibilidade, como
também pela grande economia e fornecimento de informacdes diversas sobre
mecanismos moleculares(19,20).

O bioensaio utilizado para verificar o efeito citotéxico dos compostos testados
baseia-se no uso do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-iol)-2,difeniltetrazélio) que
forma-se em sal de formazan de cor parpura na presenca da enzima mitocondrial
succinato desidrogenase marcando, desse modo, as células que apresentam atividade
metabdlica (21).

Para as concentracdes testadas do extrato etandlico de Arrabidaea pulchra, o
bioensaio revelou que essa espécie apresenta compostos com efeito citotoxico sob
células da linhagem PC-3 (cancer de prdéstata) in vitro, apés 24 horas de incubacao. A
figura 3 mostra que as concentragdes 500 pg/mL e 100 upg/mL possui efeito
antiproliferativo acima de 50% do efeito citotdéxico da concentracdo de doxorrubicina (5

pg/mL) utilizada como controle positivo, tendo efeito citotoxico superior ao da droga
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FIGURA 3: Efeito citotéxico do EE de A. pulchra sobre células da linhagem PC-3 por um periodo
de 24 horas de incubagé&o. *p<0.05.

Muito se discute sobre a importancia da utilizacdo de plantas medicinais na
utilizacdo de novos agentes terapéuticos, havendo assim uma grande ocorréncia de
agentes quimioterapicos agindo contra o cancer, provenientes de produtos naturais
(22,23). Esses novos compostos anticancer devem desencadear diferentes
mecanismos de agéo no organismo a fim de serem capazes de atuar especificamente,
na inibicdo da polimerizagédo da tubulina (atuando no DNA), bloqueadores enziméaticos
ou de microtubulos celulares, entre outros (1).

Nesse estudo, os compostos do extrato podem ter interferido na formacéo da
integridade da membrana plasmatica da célula impedindo a sua sobrevivéncia,
ocorrendo uma associacdo a membrana pela polaridade apresentada pela composicao
total do extrato. J& a interacao das concentracfes do extrato com os diversos receptores
na célula podem ter interferido diretamente na farmacodinamica, ja que ela depende
tanto da concentracdo da substancia administrada quanto da disponibilidade de
receptores especificos para a mesma (24). Explicando assim o maior efeito citotdxico
ter sido provocado pela menor concentracao.

Durante o processo de otimizacdo dos estudos de compostos bioativos, a
poténcia da sua atividade é o principal parametro a ser observado. Porém, para evitar o
insucesso de uma nova entidade quimica a farmacocinética deve ser considerada.
Diante disso, a ADME (absorcéo, distribuicdo, metabolismo, excrecdo) deve ser

analisada. Todavia, o estudo da mesma ocorre, ha sua maioria, em experimentos in
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Vvivo, ou seja, ainda na fase pré-clinica(20).

Diante do exposto, a forma de tratar o cancer baseia-se de modo geral na
administracdo de agentes quimicos (quimiotergpicos), da ressecc¢do cirdrgica ou da
radioterapia, podendo haver muitas vezes uma associacdo entre essas formas de
terapia (25). Contudo, o uso dessas terapias causa muita injdria, tendo como
consequéncia a ineficacia do tratamento devido a grande replicacdo das células
anormais(26). Desse modo, o efeito das drogas anticancer € uma tematica bastante
discutida no ambito cientifico tendo como repercussdo o desenvolvimento de novas
alternativas para o seu tratamento(2).

O estudo da viabilidade celular pelo teste do corante azul de tripan como também
a citotoxicidade celular pelo bioensaio de MTT mostram informacfes sobre o
metabolismo celular e a viabilidade celular, podendo ser aliado a outros meios para
elucidar os mecanismos de agédo das substancias presentes na fragdo etandlica do
extrato das folhas da espécie Arrabidaea pulchra sobre as células de cancer de préstata,
como também sobre outras linhagens.

A transformacéo de uma célula normal para uma célula cancerigena envolve
varios mecanismos, porém as fases do ciclo celular € um dos mais importantes e a sua
compreensdo € de extrema relevancia para elucidar a etiologia do cancer e a forma de
acao dos compostos antineoplasicos. De fato, os estudos do mecanismo de acéo dos
compostos anticancer exigem uma compreensao sistémica e uma classificagéo quimica
dessas substancias em relagdo ao seu mecanismo de acédo nao deve ser considerado
precipitadamente (27).

Dos farmacos usados na terapia do cancer existem principalmente os que atuam
dependentes do ciclo celular, chamados de farmacos ciclo-celular especificos, ou os
que agem destruindo as células tumorais independente da fase do ciclo celular,
chamados de farmacos ciclo-celular ndo especificos (28,29).

Os quimiotergpicos antineoplasicos que interagem com o DNA vém
demostrando uma ampla utilizacao clinica e comprova a grande importancia e o enorme
interesse académico e tecnoldgico, contribuindo decisivamente na descoberta de
compostos anticancer mais eficientes e menos toxicos (20,27).

Considerando os testes de viabilidade celular e o efeito citotdxico utilizando de
modelo experimental in vitro, 0 extrato etandlico obtido a partir das folhas da espécie
Arrabidaea pulchra (Cham.) Sandwith nas concentragdes de 500 ug/mL e 100 pg/mL,
apresentou acao antiproliferativae citotdxica sob as células da linhagem PC-3 (céncer

de prostata) nas condicdes experimentais testadas. Sendo indicada também a presenca
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de metabdlitos secundarios taninos condensados e flavonoides. Nesse contexto, este
estudo vem contribuindo na descoberta de novos composto bioativos com efeito

anticancer para futuras aplicacdes terapéuticas no combate ao cancer.
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