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Avdliacao da Atividade Citotéxica
das Folhas de Bauhinia Rufa

(Bong.) Steud. (Fabaceae) Contra
Linhagens de Células Tumorais

Weber M. S. Junior, Lauanyy E. S. Arini, Danielly F. dos Santos,
Anténio C. S. Menezes, Mirley L. dos Santos, Manoel O. de
Moraes, Cldudia do O Pessoa & Andréa F Moura

Os produtos naturais sdo potenciais fontes de moléculas antitumorais. Assim, este
trabalho objetivou avaliar a citotoxicidade in vitro dos extratos das folhas de Bauhinia
rufa (Bong.) Steud. contra as linhagens de células HL-60, PC-3 e HCT-116. Os extratos
foram obtidos por maceragdo a frio com hexano (BRFH), diclorometano (BRFD),
acetato de etila (BRFA) ¢ metanol (BRFM). Foram submetidos a triagem por meio da
reducdo do MTT. BRFAC e BRFM apresentaram-se toxicos frente 8 HL-60 com inibi¢ao
o crescimento de 94,5 e 83,46%, respectivamente. Portanto, tem-se como perspectiva o
isolamento dos constituintes quimicos bioativos destes extratos.

Palavras-chave: Viabilidade Celular; Fitoquimica; Antitumoral.

Natural products are potential sources of antitumor molecules. Thus, this work aimed
to evaluate the in vitro cytotoxicity of Bauhinia rufa (Bong.) Steud. leaf extracts against
the HL-60, PC-3 and HCT-116 cell lines. The extracts were obtained by cold maceration
with hexane (BRFH), dichloromethane (BRFD), ethyl acetate (BRFA) and methanol
(BRFM). They were submitted to screening by means of MTT reduction. BRFAC and
BRFM were toxic to HL-60 with growth inhibition of 94.5 and 83.46%, respectively.
Therefore, the isolation of the bioactive chemical constituents of these extracts is a
perspective.

Keywords: Cell viability; Phytochemistry; Antitumor..

43



Artigo Geral 4

Introducdo

Os produtos naturais sdo potenciais fontes de moléculas
farmacologicamente uteis para o tratamento de diversas
doengas, inclusive para o tratamento do cancer. Dentre os
246 agentes anticancerigenos utilizados nos ultimos 75
anos, cerca de 72% sao moléculas com origem em produtos
naturais'?.

Até a década de 1950, as plantas ndo eram visadas
como fonte de medicamentos pela industria farmacéutica,
no entanto, o pesquisas
significativamente apds a inser¢do de novos métodos de
rastreio de compostos biologicamente ativos em extratos’.
Das mais de 350 mil espécies de plantas conhecidas,
cerca de 1000 apresentam propriedades antitumorais
significantes*>®.

Tratando-se de investigagdo farmacolédgica
experimental, a avaliagdo da viabilidade celular e
citotoxicidade de compostos ou extratos ¢ realizada, varias
vezes, pela medigdo da atividade mitocondrial através da
reducdo de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio)’. Neste sentido, tem-se como exemplo o
estudo da citotoxicidade dos isolados de Bauhinia kockiana
Korth. (Fabaceae) contra as linhagens celulares MCF-7,
PC-3, LNCaP, DU145 ¢ HCT-116%

Nesse sentido, o presente trabalho objetivou avaliar a
citotoxicidade in vitro dos extratos das folhas de Bauhinia
rufa (Bong.) Steud. (Fabaceae) contra as linhagens de
células tumorais HL-60, PC-3 ¢ HCT-116.

interesse  nas aumentou

Material e Métodos

MATERIAL VEGETAL

As folhas de B. rufa foram coletadas na cidade de
Leopoldo de Bulhdes - GO, em margo de 2016. Foi
identificada pela Profa. Dra. Mirley Luciene dos Santos. A
exsicata depositada no Herbario da Universidade Estadual
de Goias (HUEG) sob o nimero de tombo 11.061.

OBTENCAO DOS EXTRATOS
As folhas de B. rufa foram pré-selecionadas, lavadas,
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secas em estufa sob circulagdo de ar, modelo MARCONI
MA-035, a uma temperatura de 45 oC durante 48 horas,
pulverizadas em moinho de facas, modelo MA-580, e
armazenadas em erlenmeyers de dois litros. O material foi,
entdo, submetido amaceragdo a frio, sucessivamente, com os
solventes hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol
em ordem crescente de polaridade. O solvente organico foi
roteoevaporado (TECNAL-120), em temperaturas abaixo
de 400C. Foram obtidos os extratos Hexanico (BRFH),
Diclorometanico (BRFD), Acetato etilico (BRFA) e
Metanoélico (BRFM). O processo ¢ ilustrado na Figura 1.

Folhas de B. rufa
(1,23 Kg)

Secagem em estufa sob circulagdo de ar;
Pulverizagdo em moinho de facas

Material pulverizado
(0,96 Kg)

Maceragao a frio sucessiva;
Concentragdo em evaporador rotativo

BRFH
(21,38 )

BRFD
8.9¢2)

BRFAC
(15,03 g)

BRFM

(99,05 g)

Figura 1. Obtengéo ¢ fracionamento dos extratos das Folhas de B. rufa.

ENSAIO DE CITOTOXICIDADE IN VITRO PELO
MTT

Os extratos das folhas de B. rufa foram submetidos a
triagem quanto citotoxicidade em células tumorais. Ensaios
realizados no Laboratério de Oncologia Experimental da
Universidade Federal do Ceara (UFC) por meio da redugdo
do MTT".
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As linhagens de células utilizadas, HL-60 (leucemia),
PC-3 (prostata) e HCT-116 (colon) foram cedidas pelo
Instituto Nacional do Cancer (US-NCI). Foram cultivadas
em meio RPMI 1640, suplementado com 10 % de soro fetal
bovino e 1 % de antibidticos, mantidas em incubadora a 37
°C e atmosfera contendo 5% de CO,.

Os extratos BRFH, BRFAC, BRFD, BRFM, foram
diluidos em DMSO puro estéril e testados na concentracao
unica de 50 pg.mL"", concentra¢do adotada pelo laboratdrio
como padrdo para triagem.

As células foram plaqueadas na concentragdo de 3 x 10°
cél.mL"! para a linhagen HL-60, 1 x 10° cél.mL"! para PC-3 e
7 x 10* cél.mL'para HCT-116. Apos 24 horas de incubagio,
as células foram tratadas com os compostos-teste e incubadas
por 72 horas em estufa a 5% de CO, a 37°C.

Ao término deste, as mesmas foram centrifugadas ¢ o
sobrenadante removido. Em seguida, foram adicionados
150 pL da solug@o de MTT (sal de tetrazolium) a 1%, e as
placas foram incubadas por 3h. A absorbancia foi lida, ap6s
dissolucao do precipitado em 150 uL. de DMSO puro, em
espectrofotometro de placa a 595nm.

Os experimentos foram analisados segundo a média +
desvio padrao da média (DPM) da porcentagem de inibicao
do crescimento celular, usando o programa GraphPad
Prism.

Resultados e Discussao

RENDIMENTO DOS EXTRATOS

Partiu-se de 1,23 Kg de material fresco, que resultou em
0,96 Kg de material seco e pulverizado. Apos a extracao,
perfez-se massa final de 21,38 g de BRFH, 8,9 g de BRFD,
15,03 g de BRFAC ¢ 99,05 g de BRFM.

CITOTOXICIDADE IN VITRO PELO MTT

O padio adotado pelo laboratorio considera citotoxico o
extrato capaz de inibir acima de 75% da proliferacao celular.
O Grafico 1 mostra o percentual de Inibi¢ao do Crescimento
celular (IC) apresentado apds 72h de tratamento com os
extratos de B. rufa.
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Grifico 1. Percentual de Inibi¢do do Crescimento tumoral (IC) in vitro
dos extratos de B. rufa na concentragdo unica de 50 pg.mL-1 frente as
linhagens de células tumorais, determinado pelo método MTT apds 72h
de tratamento”

Verifica-se que os extratos BRFAC ¢ BRFM
apresentaram efeito citotoxico apenas frente a linhagem
HL-60 com inibigdo o crescimento de 94,5 ¢ 83,46%,
respectivamente. Este resultado é observado com desvio
padrao de 0,46% para BRFAC e §8,26% para BRFM. Os
extratos apresentam-se pouco toxicos frente a linhagem
HCT-116.

Conclus@o

Os resultados indicaram a citotoxicidade dos extratos
acetato-etilico (BRFAC) e metanolico (BRFM) das folhas
de B. rufa. Portanto, tem-se como perspectiva o isolamento
dos constituintes quimicos bioativos presentes nos extratos
polares das folhas de B. rufa.
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