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RESUMO

O céancer é uma doenca gque tem como caracteristica principal o crescimento de-
sordenado de células que podem invadir érgédos e tecidos produzindo tumores que induzem
transtornos funcionais e metabdlicos, podendo levar o individuo ao 6bito rapidamente. A
quimioterapia antitumoral é uma das principais formas de tratamento do cancer, porém apre-
senta limitagdes como frequentes casos refratarios e efeitos toxicos sistémicos aos pacientes.
O desenvolvimento de drogas mais eficientes contra o cancer é fundamental e a bioprospec-
cdo € uma abordagem extremamente importante para esta finalidade. A planta X encontrada
na Caatinga, dentre outros biomas, pertence a familia das Leguminosas, e utilizada para fins
terapéuticos devido a presenca de alcaloides inddlicos, taninos e outros compostos usados
como fitoterdpicos. A diversidade de compostos Uteis presentes na planta, principalmente a
fracdo antioxidante, sugere um potencial para a descoberta de substancias com atividade anti-
tumoral. Sob esta perspectiva, utilizou-se uma linhagem celular de melanoma murino (B16-
F10) com o intuito de avaliar extratos e substancias isolados da espécie X quanto a atividade
antitumoral. Células cultivadas in vitro foram incubadas com extratos, fracdo alcaloide e subs-
tancia obtidos da planta para avaliar impacto na proliferacdo celular. Resultados preliminares
demonstram que extratos U8, U9 e U17 obtidos da planta exibem baixa atividade supressora

do crescimento das células B16-F10 in vitro.

Palavras-chave: Atividade antitumoral, Bioprospec¢do, Cancer, Melanoma muri-

no, B16-F10, Planta X.



ABSTRACT

Cancer is a disease characterized by the disordered growth of cells that can invade
the organs and tissues, which can lead to death quickly. Antitumor chemotherapy is one of the
main forms of cancer treatment, but it has limitations such as frequent refractory cases and
systemic toxic effects to patients. The development of more effective drugs against cancer is
essential and bioprospeccion is an extremely important approach for this purpose. Plant X
found in the Caatinga, among other biomes, belonging to the family of Leguminosae, and
used for therapeutic purposes derived from the presence of indole alkaloids, tannins and other
compounds used as phytotherapics. The diversity of useful compounds present on the plant,
mainly the antioxidant, fraction suggests a potential for the discovery of substances with anti-
tumor activity. From this perspective, a murine melanoma cell line (B16-F10) was used in an
attempt to evaluate extracts and substances isolated from the plant X for antitumor activity.
Cells cultured in vitro were incubated with extracts, alkaloid fraction and a substance obtained
from the plant to evaluate impact on cell proliferation. Preliminary results demonstrate that
extracts U8, U9 e U17 obtained from the plant exhibit low growth suppressive activity of
B16-F10 cells in vitro.

Keywords: Antitumor activity; Bioprospeccion; Cancer; Murine melanoma, B16-
F10, Plant X.
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1. Artigo cientifico

Avaliacao in vitro do potencial antitumoral de extratos e substan-
cias isoladas de uma planta da Caatinga X
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Universidade do Estado da Bahia. = Autor para correspondéncia: amanciosou-
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RESUMO: O céancer € uma doenca que tem como caracteristica principal o cresci-
mento desordenado de células que podem invadir 6érgéos e tecidos produzindo tu-
mores que induzem transtornos funcionais e metabdlicos, podendo levar o individuo
ao Obito rapidamente. A quimioterapia antitumoral € uma das principais formas de
tratamento do cancer, porém apresenta limitagcbes como frequentes casos refratarios
e efeitos toxicos sistémicos aos pacientes. O desenvolvimento de drogas mais efici-
entes contra o cancer é fundamental e a bioprospeccao é uma abordagem extrema-
mente importante para esta finalidade. A planta X encontrada na Caatinga, dentre
outros biomas, pertence a familia das Leguminosas, e utilizada para fins terapéuticos
devido a presenca de alcaloides indolicos, taninos e outros compostos usados como
fitoterapicos. A diversidade de compostos Uteis presentes na planta, principalmente
a fracdo antioxidante, sugere um potencial para a descoberta de substancias com
atividade antitumoral. Sob esta perspectiva, utilizou-se uma linhagem celular de me-
lanoma murino (B16-F10) com o intuito de avaliar extratos e substancias isolados da
espécie X quanto a atividade antitumoral. Células cultivadas in vitro foram incubadas

com extratos, fragdo alcaloide e uma substancia obtidos da planta para avaliar im-



pacto na proliferacdo celular. Resultados preliminares demonstram que extratos U8,
U9 e U17 obtidos da planta exibem baixa atividade supressora do crescimento das

células B16-F10 in vitro.

Palavras-chave: Atividade antitumoral, Bioprospecc¢do, Cancer, Melanoma murino,

B16-F10, Planta X.

ABSTRACT: In vitro activity of the antitumor potential of extracts and sub-
stance isolated from plant X. Cancer is a disease characterized by the disordered
growth of cells that can invade the organs and tissues, which can lead to death
quickly. Antitumor chemotherapy is one of the main forms of cancer treatment, but it
has limitations such as frequent refractory cases and systemic toxic effects to pa-
tients. The development of more effective drugs against cancer is essential and
bioprospeccion is an extremely important approach for this purpose. Plant X found in
the Caatinga, among other biomes, belonging to the family of Leguminosae, and
used for therapeutic purposes derived from the presence of indole alkaloids, tannins
and other compounds used as phytotherapics. The diversity of useful compounds
present on the plant, mainly the antioxidant, fraction suggests a potential for the dis-
covery of substances with antitumor activity. From this perspective, a murine mela-
noma cell line (B16-F10) was used in an attempt to evaluate extracts and substances
isolated from the plant X for antitumor activity. Cells cultured in vitro were incubated
with extracts, alkaloid fraction and a substance obtained from the plant to evaluate
impact on cell proliferation. Preliminary results demonstrate that extracts U8, U9 e
U17 obtained from the plant exhibit low growth suppressive activity of B16-F10 cells

in vitro.



Keywords: Antitumor activity; Bioprospecting; Cancer; Murine melanoma, B16-F10,

Plant X.

INTRODUCAO

O céancer € uma doenca que tem como caracteristica principal o crescimento
desordenado de células que podem invadir 6rgaos e tecidos acarretando em trans-
tornos funcionais e metabdlicos, podendo levar o individuo ao 6bito rapidamente.
Com alta taxa de divisdo, as células apresentam padrdoes de desenvolvimento de-
sordenado, o que pode provocar o aparecimento de tumores malignos (INCA, 2013).

O cancer ou neoplasia maligna pode ser resultado do acumulo de diferentes
alteracdes genéticas e epigenéticas. A etiologia do cancer pode estar relacionada a
exposicado a substancias quimicas, virus, radiacdo, fumo, alcool, dieta, e/ou outros
motivos que resultam em células com sinais de crescimento proprios e que apresen-
tam auséncia de sensibilidade a fatores inibitorios de crescimento, evasdo dos me-
canismos de apoptose, defeitos no reparo de DNA, auséncia de limite na capacidade
replicativa, formacdo de novos vasos e habilidade de invadir e realizar metastase
(Hannahan & Weinberg, 2011).

O céancer é um problema de saude publica (INCA, 2013), e apesar dos avan-
¢os no tratamento dessa doenca, os casos de morbimortalidade tem aumentado no
mundo (Siegel et al., 2016). A terapia antitumoral ainda apresenta grandes limita-
¢bes, como frequentes casos refratarios e efeitos toxicos sistémicos aos pacientes.
Moléculas extraidas de plantas tém demonstrado importante potencial para tratar
varios tipos de cancer, a exemplo do medicamento paclitaxel (Taxol®) isolado da
Taxus brevifolia (Brandéo et al., 2010), e a Vimblastina isolada da Catharantus ro-

seus, utilizadas na terapia em sua forma natural (Souza, 2004).
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Grupos de pesquisa tém adotado a bioprospeccao de farmacos naturais ou
semissintéticos, na tentativa de descobrir novos medicamentos que sejam eficazes,
mais especificos e melhor tolerados pelos pacientes. Em meio a esta busca, a fami-
lia de plantas Fabaceae, que possui trés subfamilias (Papilionoidae, Mimosidae e
Caesalpiniodae) compreende uma diversidade de metabdlitos secundarios como,
por exemplo, flavondides, que sdo substancias naturais com atividades anticancer,
antioxidantes, antiestrogénicas e antimicrobianas (Oliveira, 1999).

Dentro da subfamilia Mimosidae, o género Mimosa contém algumas espécies
com potencial antitumoral devido a quantidade e diversidade de flavonoides que a-
presentam. A Mimosa pudica L., por exemplo, possui flavondides com propriedades
anticancerigenas, antibacterianas, anti-infertilidade, anticonvulsionantes, antidepres-
sivas e varias outras atividades farmacolégicas (Grupta et al, 2012).

A planta X é encontrada principalmente no nordeste do Brasil, na Caatinga, e
€ conhecida popularmente na regido como ‘Jurema Preta’. Esta planta é utilizada
para tratamentos de doencas respiratérias, febre e Ulceras. Além disso, a planta é
utilizada nos cultos religiosos de grupos indigenas e afrodescendentes por ter alto
poder alucinégeno (Souza et al., 2008). Estudos fitoquimicos da plan-
ta determinaram a identificacéo e separacao de alcaloides inddlicos, taninos e outros
compostos importantes com potencial terapéutico (Riviera Arce et al., 2007; Souza et
al., 2008).

Assim como indicam muitos estudos acerca de espécies da mesma familia ou
no género da planta, esta pode oferecer a possibilidade de revelar substancias de
interesse terapéutico. Além disso, tratando-se de uma espécie encontrada na Caa-
tinga, as pesquisas relativas a esta podem servir como ponto de partida para a ex-

ploracdo de recursos naturais locais, desenvolvendo esta regido historicamente de-
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sassistida e estimulando a preservacao e estudo deste bioma de rico potencial far-
macoldgico.

Este trabalho teve por objetivo geral avaliar extratos, fracdo alcaloide e uma
substancia obtidos da espécie X quanto a atividade antitumoral utilizando a linhagem

celular tumoral de melanoma murino (B16-F10).

MATERIAL E METODOS

Origem do material vegetal

Folhas, frutos e caules de um espécimen da planta X, foram coletados por
Leal (2018) em uma area de Caatinga, localizada no campus de Juazeiro da Univer-
sidade do Estado da Bahia (UNEB) em 13 de marco de 2013. A exsicata da planta
foi, depositada no Herbario Central da UNEB (n°® 22967). Os extratos e a substancia

foram obtidos em junho de 2018.

Obtencéao dos extratos e substancia

Toda a etapa de origem do material vegetal e obtencdo de extratos e subs-
tancias da planta foram desenvolvidas pela equipa da Dra. Lourdes Cardoso de
Souza Neta, responsavel pelo Laboratério de Quimica da UNEB.

A obtencéo dos extratos metandlicos de partes de M. tenuiflora: caule (Extra-
to U10), casca do caule (Extrato U8), folhas (Extrato U17) e do fruto (Extrato U9) foi
por maceracéao a frio, com metanol, conforme metodologia descrita por Leal (2018).

O extrato em metanol do caule foi submetido a extracdo acido-base para ob-
tencdo de uma fracdo constituida por uma mistura de alcaloides: N, N-
dimetiltriptamina e hordenina (U1) (Leal, 2018). Além disso, o extrato em metanol do

caule foi fracionado por sucessivas técnicas cromatograficas classicas para a obten-
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¢do de um derivado de flavanona (U4) (Leal, 2018). Nesse estudo, os extratos e

substancia foram identificados por codigos escolhidos aleatoriamente.

Cultivo celular da linhagem B16-F10

A linhagem celular B16-F10 (melanoma murino) foi obtida do Instituto Gongalo
Moniz (Brasil) e mantida e cultivada em frascos para cultura celular estéreis de 75
cm? e volume de 200mL (Greiner bio-one, Kremsmiinster, Austria), e incubada em
estufa de CO, (Tecnal, TE-399, SP/Brasil) com atmosfera suplementada de 5%,
mantida a temperatura de 37°C. A manutencgéo das células foi feita a cada 48 ou 72
horas de crescimento celular, e se necessario foi feito o repique da célula para ou-
tros frascos estéreis. O meio de cultivo utilizado foi o0 RPMI® 1640 (Gibco/Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA, Lote: 1179818) suplementado com
10% de Soro Bovino Fetal inativado (SBF) sem acréscimo de antibiotico (Sigma-

aldrich, St. Louis, Missouri, USA, Lote: 2101180K).

Atividade antitumoral in vitro

Para o teste da citotoxicidade in vitro, foram adicionados indculos de 1 x 10°
células tumorais/poco (em fase de crescimento logaritmico) em placas de cultura de
96 pocos (Kasvi, PR/Brasil) e incubado por 24h a 37°C com atmosfera suplementada
de 5% de CO,. Apés o periodo de incubacéo, as substancias e extratos foram adi-
cionados em concentracfes de 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50 e 100ug/mL, em um volume
final de 200ul e incubadas por 24h. A viabilidade celular foi medida pelo método de
alamarBlue® da BIO-RAD (Najaran et al, 2016). Pela condi¢édo da linhagem B16-F10
ser aderente a placa, foi possivel verter a placa para descartar todo o volume nos
pocos e, a partir disso, foi adicionado 100ul do reagente diluido a 10% e reservado

na estufa por 4h. Apés o fim das 4h, a leitura da placa foi feita utilizando um espec-


https://www.thermofisher.com/us/en/home/brands/gibco.html
https://www.thermofisher.com/us/en/home/brands/gibco.html
https://www.thermofisher.com/us/en/home/brands/gibco.html
https://www.thermofisher.com/us/en/home/brands/gibco.html
https://www.thermofisher.com/us/en/home/brands/gibco.html
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trofotdbmetro, nos dois comprimentos de onda de 570nm e 600nm. O alamarBlue® -
funciona como indicador de viabilidade das células medindo quantitativamente a pro-
liferacdo celular - A resazurina, que € a substancia ativa do reagente, € um compos-
to permeavel as células, e que, permanecendo em sua forma oxidada, possui a colo-
racdo azul, representando a auséncia da viabilidade celular. Quando o reagente en-
tra em contato com as células vivas, este composto é reduzido a resorufina, mudan-
do de coloracdo de azul para rosa, representando a viabilidade/proliferacdo da célu-
la. A Doxorrubicina foi escolhida como controle positivo por ser um farmaco utilizado
na quimioterapia do cancer. Para o controle de Doxorrubicina, utilizamos diferentes
concentragdes de 0,0192; 0,096; 0,48; 2,4; 12 e 60ug/mL sobre a célula da linhagem
B16-F10. Como controle negativo, utilizamos 6 poc¢os por placa contendo inéculos
das células B16-F10 e apenas meio RPMI suplementado com 10% de SBF inativa-
do.

Para calcular a porcentagem de proliferacédo foi utilizada a férmula fornecida
pelo Kit da BIO-RAD (catalogo n° 7/ alamarBlue® Technical Datasheet ) do reagente
alamarBlue® (% de células viaveis = [(02 x Al) - (01 x A2) / (O2 x P1) — (O1 x P2)]
X 100, onde O1 = coeficiente de extincdo molar (E) do alamarBlue® oxidado (azul) a
570 nm (80586), O2 = E de alamarBlue® oxidado a 600 nm (117216), A1 = absor-
bancia dos pocos de teste a 570 nm, A2 = absorbancia dos pocos de teste a 600
nm, P1 = absorbancia do controle negativo (células mais alamarBlue®, sem nenhum
agente de teste) a 570 nm e P2 = absorbancia do controle negativo (células mais
alamarBlue®, sem nenhum agente de teste a 600 nm).

Foram feitos, pelo menos, 3 ensaios independentes, cada um realizado em

triplicata.
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Desenvolvimento e anélise estatistica

Todos os experimentos foram desenvolvidos no Ndcleo de Pesquisa e Inova-
¢cdo da Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica e na Fundacdo Osvaldo Cruz
Bahia (Instituto Gongalo Moniz). Os dados apresentados indicam a média + desvio
padrdo, de pelo menos, 3 experimentos independentes. A partir das curvas de con-
centracdo x resposta foi possivel calcular a concentracao inibitéria de 50%(ICsp) em
células tumorais B16F10. A comparacao entre diferentes concentracbes de um
mesmo tratamento foi feita usando ANOVA seguido de Teste de Tukey considerando
diferencas estatisticamente significantes quando p<0,05. A andlise estatistica foi fei-

ta utilizando o Graphpad Software versao 5.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Doxorrubicina € uma conhecida substancia antitumoral pertencente a classe
das antraciclinas, amplamente utilizada na quimioterapia, apresentando amplo es-
pectro de atividade contra os tumores malignos (Swift et al, 2006), por esse motivo, 0
farmaco foi escolhido como controle positivo para avaliar a citotoxidade sobre linha-
gem de melanoma murino (B16-F10). A Doxorrubicina, neste estudo, apresentou
uma reducao estatisticamente significativa da porcentagem de células viaveis a me-
dida que aumentamos as concentracdes da droga (p<0,05), além de boa linearidade,
obtida por regresséo linear, indicando sua atividade antitumoral (Figura 1). No pro-
grama de triagem do Instituto nacional de Cancer (INCA), considera-se potente ativi-
dade antitumoral, as drogas que apresentam ICso < 4,0 pg/mL (Bogo, 2012). Compa-
rando esse parametro com nosso estudo, o ICso da Doxorrubicina foi de 1,98 pg/mL

frente a célula tumoral de melanoma murino (B16-F10), mesmo levando em conside-
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ragao, que na maxima concentragao (100 ug/mL), a droga n&o inibiu 100% das célu-
las.
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FIGURA 1. Viabilidade celular da linhagem B16-F10 tratada com o controle positivo (Doxorrubicina)
em diferentes concentracdes. Dados representativos de 3 experimento independentes. Cada barra
representa a média + desvio padrdo. Foi realizada a analise de varidncia (ANOVA) obtendo-se o valor
de p menor que 0,05 (valor de p= 0,000002). Analise de regresséo linear indica correlacdo adequada
R’= 0,9809, mostrando atividade antitumoral frente & célula B16-F10. *Médias seguidas de mesma
letra ndo diferem estatisticamente entre si, as médias seguidas de letras distintas diferem estatistica-
mente pelo Teste de Tukey (p<0,05). As porcentagens de células viaveis foram de 86%, 72%, 65%,
46%, 32% e 27%, respectivamente as concentracfes testadas (0,0192, 0,096, 0,48, 2,4, 12 e 60

pg/mL).

Neste trabalho avaliamos o potencial antitumoral de 4 extratos metandlicos: 1
da folha (U17), 1 do caule (U10), 1 da casca do caule (U8) e 1 do fruto (U9), além de
ser testada uma fracdo alcaloide (mistura de N, N-dimetiltriptamina com hordenina-
Ul) e uma substancia flavanona (U4) que foram obtidos do estudo fitoquimico da
planta X. (Leal, 2018). Para avaliacao do efeito antitumoral das amostras da espécie,
utilizou-se a analise de variancia (ANOVA) para determinar se existem diferencas
estatisticamente significativas entre os diferentes tratamentos (p<0,05) e a compara-
¢cdo de médias foi feita pelo teste de Tukey (p<0,05), utilizando o programa estatisti-

co Graphpad Prism 5.0. Além disso, foi calculado o coeficiente de correlacdo linear
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(R?) para observar a relacdo de linearidade entre os tratamentos com o efeito de ini-
bicdo celular e a concentragdo inibitéria de 50% (ICso) para avaliar efeitos citotdxi-

Cos.

150+

100+ b

% Células Viaveis

[U17] pg/mL

FIGURA 2. Viabilidade celular da linhagem B16-F10 tratada com o extrato metandlico da folha (U17)
da planta em diferentes concentracdes. Dados representativos de 3 experimento independentes. Ca-
da barra representa a média + desvio padrdo. Foi realizada a analise de varidncia (ANOVA) obtendo-
se o valor de p menor que 0,05 (valor de p= 0,00000187). Andlise de regressao linear indica correla-
¢do adequada R?=0,9714 a partir de 25 a 100 pg/mL. *Médias seguidas de mesma letra n&o diferem
estatisticamente entre si, as médias seguidas de letras distintas diferem estatisticamente pelo Teste
de Tukey (p<0,05). As porcentagens de células viaveis foram de 98%, 96%, 97%, 97% 71% e 23%,
respectivamente as concentracgdes testadas (3,125, 6,25, 12,5, 25, 50 e 100 pg/mL).
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FIGURA 3. Viabilidade celular da linhagem B16-F10 tratada com o extrato metandlico da folha (U9),
da planta em diferentes concentrac@es. Dados representativos de 3 experimento independentes. Ca-
da barra representa a média + desvio padrdo. Foi realizada a andlise de variancia (ANOVA) obtendo-
se o valor de p menor que 0,05 (valor de p=0,0001201). Andlise de regresséao linear indica correlacdo
adequada R* = de 0,9372 a partir de 12,5 a 100 pg/mL. *Médias seguidas de mesma letra néo diferem
estatisticamente entre si, as médias seguidas de letras distintas diferem estatisticamente pelo Teste
de Tukey (p<0,05). As porcentagens de células viaveis foram de 100%, 100%, 92%, 62% 22% e 16%,
respectivamente as concentracdes testadas (3,125, 6,25, 12,5, 25, 50 e 100 pg/mL).
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FIGURA 4. Viabilidade celular da linhagem B16-F10 tratada com o extrato metandlico da casca do
caule (U8) da planta em diferentes concentracdes. Dados representativos de 3 experimento indepen-
dentes. Cada barra representa a média + desvio padrdo. Foi realizada a analise de variancia (ANO-
VA) obtendo-se o valor de p menor que 0,05 (valor de p=0,000107). Analise de regressao linear indi-
ca correlagdo adequada R” =0,9643 a partir de 25 a 100 pg/mL. *Médias seguidas de mesma letra
nao diferem estatisticamente entre si, as médias seguidas de letras distintas diferem estatisticamente
pelo Teste de Tukey (p<0,05). As porcentagens de células viaveis foram de 98%, 98%, 97%, 95%,
84% e 62%, respectivamente as concentracdes testadas (3,125, 6,25, 12,5, 25, 50 e 100 pg/mL).

Os resultados obtidos nos extratos U17 (Figura 2), U9 (Figura 3) e U8 (Figura
4) apresentaram significancia estatistica pelo Teste de Tukey. Nos trés extratos tes-
tados, o tratamento com a concentragdo de 100 pg/mL levou a uma reducgao signifi-
cativa da proliferacdo das células tumorais quando comparado com as demais con-
centracdes. A inibicdo da linhagem em concentracdes elevadas (100 ug/mL) possi-
velmente inviabilizara a utilizacdo deste material no tratamento do cancer em huma-
nos, pois geralmente as drogas anticarcinogénicas, em altas doses, ndo poupam as
células saudaveis de sua acéo destrutiva podendo ocorrer diversos efeitos toxicos
sistémicos aos pacientes (Behling et al, 2004). Esses resultados, no entanto, suge-
rem a possibilidade de aprofundar as investigacées sobre a estrutura das moléculas

presentes com o intuito de aumentar a seletividade e diminuir a toxicidade (Chung et.

al, 1999). Segundo o INCA, os extratos brutos que apresentassem ICso <30 pg/mL,
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poderiam ter grande atividade citotoxica (Bogo, 2012). Diante disso, os valores de-
terminados de 1Csp dos extratos U17 (Figura 2), U9 (Figura 3) e U8 (Figura 4) foram
de 67,31 pg/mL, 31,43 yg/mL e 134,6 ug/mL, respectivamente. Levando em consi-
deracgéo esses resultados com os apresentados na literatura, estes ndo apresentari-
am efeito antiproliferativo, porém se a curva de concentracdo x resposta fosse am-
pliada a partir de 25 pg/mL, poderiamos encontrar o ICsocom mais confianca.

O género Mimosa compreende 38 espécies encontrados na Caatinga (Olivei-
ra, 2011), algumas destas com o potencial de possuir atividade antitumoral. A espé-
cie Mimosa pudica L., por exemplo, tem se destacado em apresentar metabolitos
secundarios como flavonoides capazes de ajudar na terapia do cancer. Estudos
mostram que os flavonodides sdo passiveis de influenciar na morte da célula tumoral
devido seu papel de antioxidante, além de atuar na inibicdo de oncogenes e na ati-
vacao da resposta imune contra as células tumorais (Joseph et al, 2013).

Um estudo desenvolvido por Oliveira (2011) relatou que a planta X demonstra
potencial antimicrobiano, antitérmico, antifangico e antitumoral devido a presenca de
metabolitos responsaveis por tais atividades e que podem ser encontrados em a-
bundéancia nas folhas, cascas do caule, frutos, raizes e ramos da planta (Oliveira,
2011). Os resultados encontrados em nossos experimentos corroboram a literatura,
pois estudos fitoquimicos de extratos provenientes da casca do caule, folha e frutos
apresentaram maiores quantidades de flavonoides, taninos e alcaloides, o que pode
explicar o potencial efeito antitumoral sob a linhagem testada. (Bezerra, 2008).
Dessa forma, o0s extratos testados no nosso trabalho que apresentaram
citotoxicidade significativa sobre a linhagem de melanoma murino (U17, U9 e US8)
podem conter substancias responsaveis por tais atividades, e, uma vez que 0S

extratos compreendem diversas moléculas, estes devem ser melhor avaliados. Além
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disso, a possivel agéo citotoxica indicada pelo nosso estudo precisa ser validada em

células ndo tumorais para verificar o indice de seletividade.
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FIGURA 5. Viabilidade celular da linhagem B16-F10 tratada com o extrato metandlico do caule (U10)
da planta em diferentes concentra¢des. Dados representativos de 3 experimento independentes. Ca-
da barra representa a média + desvio padréo. Foi realizada a anélise de varidncia (ANOVA) obtendo-
se o valor de p maior que 0,05 (valor de p=0,08641). Andlise de regresséo linear indica correlagédo
inadequada R® =0,7545. *Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, as
médias seguidas de letras distintas diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey (p<0,05). As por-
centagens de células viaveis foram de 100%, 100%, 99%, 99%, 97% e 86%, respectivamente as con-
centragOes testadas (3,125, 6,25, 12,5, 25, 50 e 100 pg/mL).
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FIGURA 6. Viabilidade celular da linhagem B16-F10 tratada com flavanona (U4), isolada do extrato
metandlico do caule da planta em diferentes concentracdes. Dados representativos de 3 experimento
independentes. Cada barra representa a média + desvio padréo. Foi realizada a analise de variancia
(ANOVA) obtendo-se o valor de p maior que 0,05 (valor de p=0,0678). Analise de regressao linear
indica correlacdo inadequada R* =0,7129. *Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatistica-
mente entre si, as médias seguidas de letras distintas diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey
(p<0,05). As porcentagens de células viaveis foram de 100%, 100%, 100%, 100%, 97% e 81%, res-
pectivamente as concentragdes testadas (3,125, 6,25, 12,5, 25, 50 e 100 pg/mL).
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FIGURA 7. Viabilidade celular da linhagem B16-F10 tratada com a fragdo alcaloide [N, N-
dimetiltriptamina e hordenina (U1)], em diferentes concentracdes. Dados representativos de 3 experi-
mento independentes. Cada barra representa a média = desvio padrdo. Foi realizada a andlise de
variancia (ANOVA) obtendo-se o valor de p maior que 0,05 (valor de p=0,995). Analise de regressao
linear indica correlagéo inadequada R? =0,8. *Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisti-
camente entre si, as médias seguidas de letras distintas diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey
(p<0,05). As porcentagens de células viaveis foram de 100%, 98%, 98%,98%, 96% e 96%, respecti-
vamente as concentracdes testadas (3,125, 6,25, 12,5, 25, 50 e 100 pg/mL).

O extrato U10 (Figura 5), a flavanona (U4) (Figura 6) e a fracédo alcaloide (U1)
(Figura 7) ndo apresentaram atividade antitumoral, pois ndo demonstraram efeito
inibitério em células B16-F10 com as concentracdes testadas. Observa-se que a ta-
xa de células viaveis dos compostos e substancia se mantiveram constantes e, ape-
sar de alguns destes terem diminuido na maior concentragao (100 pg/mL), os resul-
tados obtidos da andlise de variancia e pelo valor de p, maiores que 0,05, mostraram
gue nao tiveram diferenca estatistica entre as concentracdes testadas.

Nao foram encontrados relatos na literatura que descrevam detalhadamente
as substancias que sdo encontradas no caule da planta X e que possam ter efeito
antitumoral. Apesar dos iniameros estudos encontrados relacionando flavondides,

taninos e alcaloides e o género Mimosa com atividade anticancerigena, ndo existe
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um padrao claro dos experimentos, o que dificulta a comparacdo mais precisa com
0S nossos resultados. Sabe-se na literatura que a substancia Flavanona (U4) per-
tence a uma classe de flavondides e que esta possui atividades antifingicas e anti-
microbianas (Arif et al., 2011; Bylka et al.,2004), mas ainda ndo existem achados
sobre o possivel potencial antitumoral.

Estudos mostram que na flora, em geral, existem muitas plantas com subs-
tancias ou compostos com propriedades alucindgenas, uma dessas € a planta X en-
contrada na Caatinga e usada em rituais religiosos por grupos indigenas e conheci-
da por ter alto poder alucindégeno. Uma das substancias existentes no caule da plan-
ta, a qual foi testada neste estudo, é a N, N-Dimetiltriptamina (DMT) (Souza et al,
2008). Ainda nao existem estudos profundos sobre o mecanismo de acédo da subs-
tancia como potencial antitumoral e mesmo que esses dados sejam bastante explo-
rados na literatura, no nosso estudo, testou-se a mistura do DMT com outro alcaloide
chamado Hordenina que juntos ndo apresentaram efeitos significativos quanto a re-
ducéo da linhagem de melanoma murino (B16-F10). Para avaliacdo antitumoral dos
dois alcaloides seria mais interessante o seu estudo como compostos puros e sepa-
rados, impedindo as interagBes quimicas, possivelmente interferindo nas suas pro-
priedades farmacoldgicas.

A procura por novas rotas terapéuticas € de extrema importancia para tentar
solucionar os problemas existentes na terapia contra o cancer, tais como baixa es-
pecificidade, alta toxicidade, resisténcia medicamentosa, dentre outros. O Brasil con-
tém vasta biodiversidade com a mais rica fonte de compostos e substancias farma-
cologicamente ativos contra varios tipos de cancer (Lotufo, 2010). As fontes naturais
podem oferecer melhores possibilidades de encontrar compostos de interesse tera-

péutico devido a complexidade das moléculas presentes no material vegetal que sao
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de dificil sintese in vitro. Isso mostra a importancia do investimento em pesquisas
nessa area.

Apesar de apresentar tantos compostos naturais e essenciais para uso tera-
péutico, ainda ndo se tem muitos relatos detalhados na literatura sobre a planta a-
presentando potencial antitumoral. Por isso com os resultados apresentados nesse

estudo, espera-se contribuir para enfatizar suas ricas propriedades farmacologicas.

CONCLUSAO

Os resultados demonstraram que 0s extratos metanolicos oriundos da folha
(U17), fruto (U9) e da casca do caule (U8) da planta X suprimiram a proliferacédo da
linhagem celular aqui testada. No entanto, estudos futuros devem ser realizados a
fim de se obter mais informacdes sobre o principio ativo responsavel pelo efeito e o
mecanismo de acéo pelo qual este exerce sua atividade. Apesar destes resultados,
faz-se ainda necessario a avaliacao citotoxica em células ndo tumorais para verificar

a seletividade da substancia e extratos testados.
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RESULTADO E DISCUSSAO: Poderao ser apresentados separados, ou como um sé capitu-

lo, contendo a conclusdo sumarizada no final.
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concluida. Quando no minimo 2 pareceristas aprovarem, sem necessidade de retornar, o arti-
go estara pronto para ser publicado e o0 autor receberé a carta de aceite bem como as instru-
¢Oes para pagamento dos custos de tramite (R$300 reais)*. Os nomes dos pareceristas perma-

necerdo em sigilo, omitindo-se também perante estes 0s nomes dos autores.

* Somente o0s artigos aprovados que foram submetidos a partir de 1° de abril de 2013 terdo

custo para publicagéo.

Direitos autorais: Ao encaminhar um manuscrito para a RBPM os autores devem estar cien-
tes de que, se aprovado para publicacdo, o copyright do artigo, incluindo os direitos de repro-
ducdo em todas as midias e formatos, devera ser concedido exclusivamente para as Memo-

rias.
ATENCAO: Artigos que no estiverem de acordo com essas normas seréo devolvidos.

Observacdo: Séo de exclusiva responsabilidade dos autores as opiniGes e conceitos emitidos
nos trabalhos. Contudo, reserva-se ao Conselho Editorial, o direito de sugerir ou solicitar mo-

dificacbes que julgarem necessarias.



