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Resumo

O objetivo deste estudo foi investigar a atividade antitumoral de Prosopis juliflora contra células tumorais humanas
da linhagem B16-F10 (melanoma) 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 B16-F10 e
linhagem de células J774 através do teste de citotoxicidade de MTT (3- (4,5-dimetiazol-2il) 2,5-difenil tetrazélio de
brometo) com monitorizacdo apds 24 e 48 h de exposicdo das células tumorais e ndo tumorais a diferentes
concentragdes dos extratos (100; 50; 25; 12,5 pg/mL). O extrato de casca de caule e o extrato de folha de P. juliflora
inibiram a proliferacdo de células B16-F10 a partir da menor concentracdo testada 12,5 Mg/ml e ndo apresentaram
citotoxidade frente as células ndo tumorais. Entretanto, o extrato de folha de P. juliflora apresentou diminuicdo sobre
a viabilidade celular de forma consideravel a partir de 50 Mg/ml. Sugere-se o estudo quimico para extracdo e
isolamento de compostos ativos oriundo dos extratos de folha e da casca de caule de P. juliflora, para investigar a
possivel atividade antitumoral destes compostos em ensaio in vitro e in vivo.

Palavras-chave: Atividade antitumoral; Melanoma; Produtos naturais; Prosopis juliflora.

Abstract

The aim of this study was to investigate the antitumor activity of Prosopis juliflora against human tumor cells of the
B16-F10 lineage (melanoma) to search for new drugs derived from natural sources. In vitro tests were conducted with
the crude extracts of leaves and stem bark against the tumor cell lines B16-F10 through the cytotoxicity test using
MTT (3- (4,5-dimethiazol-2yl) 2,5-diphenyl tetrazolium of bromide) by monitoring after 24 and 48 h of exposure of
tumor and non-tumor cells to different concentrations of the extracts (100; 50; 25; 12.5 ug/mL). The cytotoxicity tests
were performed using non-tumor cells (macrophages lineage J744). The stem bark extract and the leaf extract of P.
juliflora inhibited the proliferation of B16-F10 cells from the lowest tested concentration 12.5 Mg / ml and did not
show cytotoxicity against non-tumor cells. However, P. juliflora leaf extract showed a considerable decrease in
antineoplastic activity from 50 mg / ml. It is suggested the chemical study for the extraction and isolation of active
compounds from the extract of the leaves and stem bark of P. juliflora, and through testing these compounds in vitro
and in vivo to investigate their possible antitumor activity.

Keywords: Antitumor activity; Melanoma; Natural products; Prosopis juliflora.

Resumen

El objetivo de este estudio fue investigar la actividad antitumoral de Prosopis juliflora contra células tumorales
humanas del linaje B16-F10 (melanoma) para buscar nuevos farmacos derivados de fuentes naturales. Se realizaron
pruebas in vitro con los extractos crudos de hojas y corteza de tallo contra las lineas celulares tumorales B16-F10
mediante la prueba de citotoxicidad utilizando MTT (bromuro de 3- (4,5-dimetiazol-2il) 2,5-difenil tetrazolio)
monitoreo después de 24 y 48 h de exposicion de células tumorales y no tumorales a diferentes concentraciones de los
extractos (100; 50; 25; 12,5 ug/mL). Las pruebas de citotoxicidad se realizaron utilizando células no tumorales (linaje
de macréfagos J744). El extracto de corteza de tallo y el extracto de hoja de P. juliflora inhibieron la proliferacion de
células B16-F10 a partir de la concentracion mas baja probada 12,5 Mg / ml y no mostraron citotoxicidad contra
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células no tumorales. Sin embargo, el extracto de hoja de P. juliflora mostr6 una disminucién considerable en la
actividad antineoplasica de 50 mg / ml. Se sugiere el estudio quimico para la extraccidn y aislamiento de compuestos
activos del extracto de la corteza del tallo de P. juliflora, y mediante el ensayo de estos compuestos in vitro y in vivo
para investigar su posible actividad antitumoral.

Palabras clave: Actividad antitumoral; Melanoma; Productos naturales; P. juliflora.

1. Introdugéo

O melanoma é um tumor cutaneo originario dos melandcitos, células responsaveis pela produgdo da melanina,
podendo surgir em qualquer parte do corpo, como pele, orelhas, mucosas, na forma de manchas, pintas ou sinais. (Martins e
Costa, 2020). Os principais fatores de risco para o desenvolvimento desse cancer incluem exposicdo a radiacdo ultravioleta
(UV) cumulativa, queimaduras solares prévias, multiplos nevos, fototipo cutaneo, historico familiar, imunossupressao e fatores
hereditarios (Souza, Silva, Miyashiro, Kakizaki & Valente, 2020).

Embora o cancer de pele represente 30% de todos os tumores malignos registrados no pais, 0 melanoma representa
apenas 3% das neoplasias malignas desse 6rgdo. Entretanto, é o tipo mais grave, devido seu alto potencial metastatico, com
dificil reversdo progndstica com o avanco da doenca (Instituto Nacional do Cancer, 2020).

O tratamento para o melanoma inclui principalmente excisdo cirdrgica, entretanto, a determinacdo da area afetada a
ser retirada, bem como possiveis complicagdes clinicas e até estéticas, influenciam para a busca de tratamentos menos
invasivos e que sejam eficazes. Devido ao grande potencial terapéutico das espécies vegetais, estas tém sido fonte para a
producdo de novos compostos terapéuticos a fim de serem utilizados contra uma variedade de doencas. Aproximadamente dois
tercos dos compostos anticancerigenos advém de produtos naturais ou derivados destes (Amaria et al., 2019; Viana, Marzari,
Wergutz & Krause, 2017)

Dada a relevancia do cancer como importante problema de salde publica, sendo considerada a segunda causa de
mortes na populacdo mundial, com tendéncia de crescimento nos proximos anos, em especial os canceres originados no tecido
tegumentar, é essencial a pesquisa e desenvolvimento de novos agentes antitumorais, bem como mecanismos para sua
avaliacdo em culturas de células tumorais, e assim selecionar compostos eficientes e seguros que possam ser utilizados no
tratamento de neoplasias (Urban, Mehrmal, Uppal, Giesey & Delost 2021).

Estratégias para amenizar ou reverter processos neoplasicos através da utilizacéo de substancias naturais ou derivadas
sintéticas, emergiram como uma abordagem promissora no tratamento do cancer. A fauna brasileira possibilita uma infinidade
de espécimes vegetais com potencial terapéutico que podem propiciar a descoberta de novas moléculas anticancerigenas mais
eficazes e menos tdxicas. Nesta perspectiva, o 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 células tumorais do tipo melanoma.

2. Metodologia
Material vegetal e obtencéo dos extratos de P. juliflora

As folhas e cascas de caule de P. juliflora foram obtidas junto ao Viveiro Florestal da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE) e a confirmagdo da espécie foi feita por profissionais botanicos do Herbério Professor Vasconcelos
Sobrinho da UFRPE.

Todo material vegetal foi submetido a secagem em estufa a 50 °C até obter o teor padrdo de 20% de umidade. Apds a
secagem, separadamente, folhas e caules foram triturados e o pé resultante acondicionados em vidros individuais, devidamente
identificados.

Para a preparagdo do extrato de folha (EF) e do extrato de casca de caule (ECC), 100 g de p6 foi misturado com em

solucdo 4gua: alcool etilico P.A 50%, em Becker separados, e deixados em repouso por 72h a 25 °C em local escuro.
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Transcorrido o tempo, a mistura foi filtrada e submetida a rotaevaporacdo sob vacuo a 30 °C, até a evaporacdo total do
solvente, obtendo-se os extratos EF e ECC. Estes foram acondicionados em frasco ambar com identificacdo, estando prontos
para uso nos ensaios de viabilidade celular.

Obtencdo e manutencdo das células nao tumorais e tumorais.

As células ndo tumorais (macréfagos linhagem J744) e tumorais (Melanoma linhagem B16-F10) foram obtidas junto
ao banco de células da Universidade Federal do Rio de Janeiro (BCRJ/UFRJ) e mantidas em meio de cultura Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 2mM de L-glutamina, 4,5 g.L! de
glicose, 1,5 g.L de bicarbonato de sddio, 100 mL de penicilina e estreptomicina e mantidas em incubadora a 37 °C e 5% de
CO>. A manutengéo foi feita regularmente.

Ensaios de viabilidade celular de células ndo tumorais e tumorais.

Os ensaios laboratoriais de viabilidade celular in vitro foram realizados de acordo com a Metodologia descrita por
Costa e Cavalcante (2018). As células J744 e B16-F10, na densidade de 2,5 x 10 células por poco, foram incubadas em placa
de 96 pocos contendo 100 uL de DMEM suplementado com 10% SFB, 2mM de L-glutamina, 4,5 g.L* de glicose, 1,5 g.L de
bicarbonato de sodio, 100 mL de penicilina e estreptomicina, em atmosfera contendo 5% de CO; a 37 °C.

Transcorridas 24h de incubacgdo, 0 meio de cultura foi removido e as células foram tratadas com concentrages
crescentes (12,5 — 100 mg/mL) dos extratos EF e ECC. Como controle positivo foi utilizado o farmaco padrdo Trametib (2mg)
e como controle negativo foi utilizado meio de cultura suplementado com SBF sem células. As placas foram incubadas por 48
h em atmosfera contendo 5% de CO, a 37 °C. Apos o tempo de incubacgdo, o sobrenadante foi removido dos pocos e em cada
poco foi adicionado 100 pL de solug@o contendo 10 ul. de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiasol-2-il]-2,5 difeniltetrazol) e 90
puL de DMEM, para examinar fun¢do mitocondrial das células viaveis. As placas foram mantidas sob auséncia de luz durante 4
horas a 37 °C, em seguida, foi adicionado 200 uL de DMSO em cada pogo. A leitura da absorbancia foi realizada em leitor de
placa de ELISA a 550 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 versao 5.0.

3. Resultados e Discussao

Os efeitos de diferentes concentracbes do extrato de folha (EF) e extrato de casca de caule (ECC) de P. juliflora sobre
a viabilidade de células ndo tumorais (Macréfagos J744) e células tumorais de melanoma B16-F10 séo evidenciados nas
Figuras 1 e 2, respectivamente. Células tratadas apenas com meio de cultura suplementado com SBF foram usadas como
controle negativo (C-), enquanto células tratadas com meio de cultura e o farmaco padrdo Trametib (2 mg) foram usadas com

controle positivo (C+).
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Figura 1 - Efeitos de diferentes concentragfes do extrato da folha (EF) de P. juliflora na proliferacdo de células ndo tumorais
(Macréfagos J744) e tumorais B16-F10. 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 padrdo, trametib (2mg). *Diferenca
estatistica significativa em relacdo ao controle negativo.
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Fonte: Autores (2021).

Figura 2 - Efeitos de diferentes concentragdes do extrato da casca do caule (ECC) de P. juliflora na proliferacéo de células ndo
tumorais (Macrofagos J744). 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 padrdo, trametib (2mg). *Diferenca estatistica
significativa em relagdo ao controle negativo.
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Nas Figuras 1 e 2, observa-se, a atividade antiproliferativa e possivel citotoxicidade, do extrato da folha EF e o extrato
da casca do caule ECC de P. juliflora que foram testados frente a linhagem B16-F10 e em células J744. Ambos 0s extratos,
apresentaram atividade antitumoral a partir da menor concentragéo testada, 12,5 Mg/ml. Os melhores resultados foram obtidos
até a concentracao de 25 mg/mL para o EF, e até 50 mg/mL para ECC, com os melhores percentuais de morte celular tumoral
registrados para o extrato da casca do caule. Outro ponto essencial a ser observado nos graficos acima é a auséncia de efeitos
citotoxicos dos extratos EF e ECC frente as células ndo tumorais J744.

Segundo Safe e Kasiappan (2016) utilizacdo de espécimes vegetais no tratamento das mais diversas patologias,
acompanha a humanidade. No Egito antigo, mil e quinhentos anos antes de cristo, j& eram utilizados mais de 700
medicamentos de origem natural, de acordo com o livro “Eber Papyrus”. De acordo com Kuruppu, Paranagama e Goonasekara
(2019) por muitos séculos e até hoje, as culturas indigenas em todo o mundo se beneficiam da pratica da medicina tradicional a
base de ervas para tratar uma miriade de doencas, incluindo o cancer. Isso se deve ao potencial terapéutico dos constituintes
fitoquimicos dos espécimes vegetais, que se apresentam como fonte em potencial para a elaboragcdo de novos compostos
(Aumeeruddy e Mahomoodally, 202; Dent e Matoba, 2020).

Um aspecto positivo da P. juliflora é sua abundancia e adaptacdo a clima seco e com restricdo de nutrientes. Trata-se
de uma arvore tradicional ornamental, comum em regiGes aridas e semiaridas, predominante em todos os estados do nordeste
brasileiro. Apresenta rapido crescimento, resisténcia a seca e com elevado potencial energético, com diversas aplicacdes e usos
em meio rural desde a antiguidade (Nascimento, 2017; Joung, et al., 2021).

Quimicamente, os frutos P. juliflora possuem diversos ativos como terpenoides, fenol, saponina e taninos com
atividade farmacoldgica descrita em literatura (IBRAHIN et al., 2013; RICON et al., 2014; PREETI et at., 2017; Henciya et
al., 2017). Com comprovada acdo anticancerigena, apresenta compostos como Pentanal (nasofaringe), Butiramida
(nasofaringe), acido n-hexadecandico (pancreas, faringe, prostata, mama, pulmao) Genoplasto B (mama, pulmédo, bexiga e
préstata) (Malik, Ahmed, & Khan, 2018).

Em comparacdo a acdo de outros compostos naturais frente as células B16-F10 de melanoma, Carvalho (2013),
determinou que a concentracdo letal média da propolis G6 baiana para essas células tumorais foi de 24,1 pg/mLa. Em
comparagdo com tal estudo, a p. juliflora apresentou atividade antitumoral a partir da menor concentragéo testada 12,5 mg/ml,
0 que se demonstrou como um achado farmacoldgico promissor.

E preciso salientar, que de acordo com Yip et al. (2016), os efeitos citotoxicos das terapias anticancer constituem um
dos fatores limitantes a sua utiliza¢do. Foi evidenciado nas Figuras 1 e 2, que a tanto o EC quanto o ECC da P. juliflora ndo
apresentaram acdo frente as células normais. Em comparacdo com a droga padrdo utilizada para tratamento da doenca, o
Trametib, que inviabilizou em aproximadamente 30% as células ndo cancerigenas. Essa auséncia de citotoxicidade em células
normais, em associa¢do a acdo antitumoral demonstrada a partir da menor dose testada, como evidenciado nas Figuras 1 e 2,
demonstraram que a P. juliflora como um potencial recurso para obtengdo de substancias isoladas a serem testadas em ensaios
de atividade antitumoral.

A prospec¢do de novos compostos extraidos de vegetais ja € uma realidade no tratamento de diversos canceres. Dada
a relevancia clinica e agressividade do melanoma, os resultados obtidos da P. juliflora frente a essas células cancerigenas
apresentadas nessa pesquisa, reforcam a necessidade de novos estudos e ensaios que resultem numa possivel inovacgao
tecnoldgica para producéo farmacéutica de novas moléculas antitumorais.

4. Conclusao

O extrato ECC de P. juliflora apresentou os melhores resultados e inibiu a partir da menor concentracéo testada (12,5

mg/mL), a proliferacdo celular da linhagem B16-F10. O extrato da folha de P. juliflora inibiu a partir da menor concentracéo
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testada (12,5 mg/mL) a proliferacdo celular da linhagem B16-F10, entretanto, com diminuicdo da atividade antineoplasica de
forma consideravel a partir de 50 Mg/ml. Ambos os extratos, ECC e EF ndo apresentaram toxicidade frente a células J744,

sugerem-se estudos de atividade antitumoral de compostos isolados a partir desses extratos.
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