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Resumo

Este estudo objetivou avaliar a atividade antitumoral e inibitéria da topoisomerase Il-o. humana do flavonoide
luteolina isolado de Prosopis juliflora frente a células tumorais prostaticas (PC-3), com o intuito de investigacdo de
novos farmacos de origem natural. Testes in vitro foram conduzidos com os extratos brutos das folhas frente as
linhagens de células PC-3 e linhagem FGH. Os testes de citotoxicidade foram realizados através de MTT (3- (4,5-
dimetiazol-2il) 2,5-difenil tetrazélio de brometo) com monitorizacdo apds 24 h de exposic¢do das células tumorais e
ndo tumorais a diferentes concentragdes dos extratos (100; 50; 25; 10 ug/mL). A luteolina extraida das folhas da P.
juliflora apresentou resultados positivos sobre a inibicdo de DNA topo ll-o. enzima essencial no processo de
replicacdo das células cancerigenas a partir da concetracdo 50 uM. Ademais, apresentou atividade antitumoral frente a
células PC-3 a partir da menor concentracdo testada 10 uM, e auséncia de citotoxicidade frente a células normais.
Sugere-se 0 estudo quimico para extracdo e isolamento de compostos ativos oriundo dos extratos de folha da P.
juliflora, para investigar a possivel atividade antitumoral destes compostos em ensaio in vitro e in vivo.
Palavras-chave: Atividade antitumoral; Cancer prostatico; Produtos naturais; Prosopis juliflora.

Abstract

This study aimed to evaluate the antitumor and inhibitory activity of human topoisomerase Il1-a of the flavonoid
luteolin isolated from Prosopis juliflora against prostate tumor cells (PC-3), with the aim of investigating new drugs
of natural origin. In vitro tests were conducted with crude leaf extracts against PC-3 and FGH cell lines. Cytotoxicity
tests were performed using MTT (3-(4,5-dimethiazol-2yl) 2,5-diphenyl tetrazolium bromide) with monitoring after 24
h of exposure of tumor and non-tumor cells to different concentrations of extracts (100; 50; 25; 10 ug/mL). Luteolin
extracted from the leaves of P. juliflora showed positive results on the DNA topo Il-a enzyme essential in the
replication process of cancer cells from the 50 UM concentration. Furthermore, it showed antitumor activity against
PC-3 cells from the lowest concentration tested 10 pM, and absence of cytotoxicity against normal cells. A chemical
study for the extraction and isolation of active compounds from P. juliflora leaf extracts is suggested, to investigate
the possible antitumor activity of these compounds in in vitro and in vivo assays.

Keywords: Antitumor activity; Prostate cancer; Natural products; Prosopis juliflora.

Resumen

Este estudio tuvo como objetivo evaluar la actividad antitumoral e inhibitoria de la topoisomerasa humana Il-a del
flavonoide luteolina aislado de Prosopis juliflora contra células tumorales de prostata (PC-3), con el objetivo de
investigar nuevos farmacos de origen natural. Se realizaron pruebas in vitro con extractos de hojas crudas contra
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lineas celulares PC-3 y FGH. Se realizaron pruebas de citotoxicidad utilizando MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiazol-
2il) 2,5-difeniltetrazolio) con seguimiento a las 24 h de exposicion de células tumorales y no tumorales a diferentes
concentraciones de extractos (100; 50; 25; 10 pg/mL). La luteolina extraida de las hojas de P. juliflora mostré
resultados positivos en la enzima ADN topo Il-a esencial en el proceso de replicacion de las células cancerosas a
partir de la concentracion de 50 pM. Ademas, mostré actividad antitumoral frente a células PC-3 desde la
concentracion mas baja ensayada 10 uM, y ausencia de citotoxicidad frente a células normales. Se sugiere un estudio
quimico para la extraccién y aislamiento de compuestos activos de extractos de hojas de P. juliflora, para investigar la
posible actividad antitumoral de estos compuestos en ensayos in vitro e in vivo.

Palabras clave: Actividad antitumoral; Cancer de préstata; Productos naturales; Prosopis juliflora.

1. Introducéo

O cancer € o principal problema de satde publica mundial, definido como uma das quatro principais causas de morte
antes dos 70 anos de idade (Bray et al., 2018). Segundo dados do INCA (2020), o cancer de prostata é a neoplasia mais
prevalente em homens, a excecdo dos casos de pele ndo melanoma, com estimativa de 66 mil novas casos em cada ano do
triénio 2020-2022. E caracterizado como uma neoplasia da terceira idade, no qual tanto a incidéncia como a mortalidade
aumentam exponencialmente ap6s os 50 anos de idade.

A préstata é uma glandula que faz parte do sistema reprodutivo masculino, cuja principal funcdo é eliminar a urina
que se acumula na bexiga e produzir o esperma que conduz os espermatozoides pelo canal uretral durante o ato sexual. O
cancer prostatico pode surgir de forma silenciosa, por vezes assintomatica, podendo apresentar-se inicialmente com o
crescimento benigno dessa glandula, e como sintoma inicial apenas a dificuldade ao urinar. Porém, com o avangar da doenca
pode culminar em disUria, dor dssea, insuficiéncia renal, e em doenga metastatica (Kruger & Cavalcanti, 2018).

A Prostatovesiculectomia radical (cirurgia radical) e radioterapia sdo os melhores recursos terapéuticos relacionados
ao cancer de prostata, entretanto sua utilizagdo € indicada na fase localizada da doenga (Ministério da Sadde, 2002). Devido ao
grande potencial terapéutico das espécies vegetais, estas tém sido fonte para a producéo 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 (Viana et al., 2017; Amaria et al., 2019).

Dada a relevancia do cancer de proéstata, relacionado a morbidade e mortalidade, o qual corresponde a quarta causa de
morte por neoplasia no Brasil, correspondendo a 6% do total de obitos por este grupo nosologico, é essencial o
desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas de enfrentamento a doenga. Nesta perspectiva, é imprescindivel o
desenvolvimento de novos agentes antitumorais, como 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 (INCA,
2020; Urban et al., 2021).

Pesquisas relacionadas a categorizacdo e utilizacdo de substdncias naturais ou sintéticas originadas de espécimes
vegetais veem emergindo nos Ultimos anos como uma abordagem promissora no tratamento do cancer. A fauna brasileira
possibilita uma infinidade de espécimes vegetais com potencial terapéutico que podem proporcionar a descoberta de novos
compostos anticancerigenos mais eficazes e menos toxicos. Nesta perspectiva, o presente estudo teve como objetivo avaliar a
atividade antitumoral e inibitoria de topoisomerase Il-o. humana do flavonoide luteolina isolado de Prosopis juliflora frente a

células tumorais prostaticas.

2. Metodologia

Folhas de P. juliflora foram coletadas aleatoriamente em espécies arbdreas distribuidas na area do Departamento de
Ciéncias Florestal da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) e a confirmacdo da espécie foi feita por

profissionais botanicos do Herbario Professor Vasconcelos Sobrinho da UFRPE.
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A luteolina foi isolada das folhas, e a extracdo do flavonoide, seguiram o0s procedimentos cromatograficos
empregados e a identificacdo por comparagdo foi realizada conforme as metodologias descritas por Preeti et al. (2017) e
Prabha et al. (2017).

Células tumorais de prostata linhagem PC-3 e as células nao tumorais de Fibroblastos linhagem FGH foram obtidas
juntos ao banco de células da Universidade Federal do Rio de Janeiro (BCRJ/UFRJ), as células foram mantidas conforme as
recomendacdes da BCRJ/UFRJ.

A atividade antitumoral de luteolina foi avaliada através da viabilidade celular das células tumorais de prdstata
linhagem PC-3. Para isso, 100 pL de cultivo celular (2,5x10° células/mL) foram adicionados em placas de 96 pocos e
incubadas a 37 °C por 24h com uma demanda de 5% de CO;, em estufa B.O.D. Em seguida, as células foram tratadas com
luteolina nas concentragdes de 10; 25; 50 e 100 uM por 24h, conforme a metodologia descrita por Oliveira et al. (2010). O
mesmo procedimento foi realizado com as células FGH para avaliar a citotoxidade do flavonoide em células ndo tumorais.
Passada as 24h, o tratamento foi removido e foram adicionados aos po¢os meios PBS com MTT (brometo 3 - [4,5-dimetil-
tiazol - 2-il] - 2,5 - difenil-tetrazélio) na relagéo peso/volume de 2,0 mg/mL. A placa foi incubada por 3h a 37 °C, em seguida,
0 meio foi retirado e 150 uL de DMSO foram adicionados para solubilizar o formazam elevadas ao leitor de placas para leitura
de absorbancia em A = 570 nm (Mosmann, 1993). Como controle positivo foi utilizado o fArmaco padrdo docetaxel (80 mg) e
como controle negativo foi utilizado meio de cultura suplementado com SBF sem células. Os experimentos foram feitos em
triplicadas e os resultados foram expressos como a média + erro padrdo da média. A analise estatistica foi realizada atraves da
analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Dunnet, utilizando o software BioEstat versdo 5.0.

Para avaliar a capacidade inibitoria de luteolina sobre a atividade enzimatica de topoisomerase, amostras de
topoisomerase Il-a humana (DNA topo Il-a), foram obtidas junto a Sigma-Aldrich®, e mantidas conforme recomendacdo do
fornecedor.

O ensaio de capacidade inibitoria foi realizado conforme a metodologia descrita por Branco et al. (2008) com
adaptacGes. Para realizar o experimento 2 unidades de DNA topo Il-a foram incubadas por 20 minutos a 37 °C com 0,35 pg de
DNA pBR322 em presenca de luteolina nas concentragbes de 5; 50; 70 e 90 uM, contendo um volume final de 50 pL
completado com tamp&o Tris 15 mM pH 7.0 (100 mM NaCl, 100 mM KCI, 10 mM de MgCl, e 0,5 mM de ATP), seguindo o
protocolo descrito no kit da Invitrogen®. Ensaios com auséncia de luteolina e com o farmaco toptecano (4 mg) foram
realizados como controle negativo e positivo, respectivamente. A reacdo foi interrompida com a adigéo de 10 pL de tampéo de
parada (50% glicerol, 50% SDS). Em seguida, as amostras foram aplicadas em gel de agarose 1% equilibrada com tampao
TAE pH 8,5 (40 mM de Tris, 20 mM de &cido acético PA e 1 mM de EDTA) por 1 h a 40 V. Ao término da corrida, o gel foi
revelado com solucdo de brometo de etidio (5 mg/mL), lavado em &gua destilada e fotografado sob luz ultravioleta com

camera digital.

3. Resultados e Discussao
A extensa analise de HPLC-DAD mostrou luteolina (3) identificada em 21,04 minutos (Figura 1). Os tempos de
retencdo (tR) relacionados a luteolina foram comparados com cromatogramas de Shanmugam et al. (2016), cujo tempo de

retencdo registrado foi de 22,77 min.
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Figura 1 — Cromatograma HPLC-DAD of Prosopis juliflora envidenciando o flavonoide Luteolina.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 2 — Efeitos de diferentes concentragdes de luteolina isolada de P. juliflora sobre a viabilidade celular de FGH e PC-3.
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 docetaxel (80 mg). *Diferenca estatistica significativa em relacdo ao

controle negativo.
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Fonte: Dados da pesquisa

E evidenciado na Figura 2 a atividade antiproliferativa e possivel citotoxicidade da luteolina. Observa-se que o

derivado flavonolico apresenta atividade antitumoral a partir da menor concentracéo testada, 10 pM, no qual os melhores
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percentuais antitumorais obtidos até a concentragdo 25 pM. Outro ponto essencial a ser observado na figura 2 é a auséncia de
efeitos citotoxicos da luteolina frente as células ndo tumorais FGH.

Segundo Mota et al. (2004), a primeira forma de uso medicamentoso que se tem conhecimento, se deu através das
plantas medicinais. De acordo com alguns registros, a utilizacio de vegetais acompanha o homem desde a antiguidade. E
suposto que desde essa época era a Unica fonte disponivel para o tratamento das mais diversas moléstias. Com o passar do
tempo, as civilizacbes perceberam que além da capacidade alimenticia, certas plantas apresentavam também poder curativo no
combate as doencas.

De acordo com estimativas da Organizacdo Mundial da Salde, aproximadamente 80% da populagdo mundial recorre
a alguma pratica da medicina tradicional no que diz respeito aos cuidados basicos de salde, sendo que 85% dos tratamentos
envolvem plantas medicinais. Desde entdo, a OMS tem expressado a necessidade de valorizar a utilizacdo de plantas
medicinais no &mbito sanitario (Rosa et al., 2011).

Atualmente, inimeros medicamentos utilizados na terapia de diversas enfermidades, incluindo o cancer, sdo derivados
direta ou indiretamente de fontes naturais, especialmente de plantas. Diversas caracteristicas, como a infinidade de
constituintes fitoquimicos com potencial terapéutico, e efeitos colaterais menos agressivos, tornam essas substancias como
promissoras alternativas ao desenvolvimento de novos farmacos (Ahmad et al., 2017).

Um dos pontos positivos relacionados a P. juliflora relaciona-se ao seu répido crescimento, potencial energético e
adaptativo a condicBes adversas, como restricio de nutrientes. E uma arvore nativa da América e Caribe, comum em todos 0s
estados do nordeste brasileiro, principalmente em regides aridas e semiaridas (Nascimento et al., 2014; Lopez-Franco et al.,
2013).

Tradicionalmente, a P. juliflora é utilizada como remédio popular para o tratamento de diversas doencas como gripe,
resfriado, inflamacdo, sarampo, diarreia, e na cicatrizagdo de feridas. A luteolina (C6-C3-C6), um de seus principais
compostos, € um flavonoide extraido de suas folhas, apresenta propriedades anti-inflamatoria, antioxidante, como também
potente antineoplasico (Gurushidhappa et al., 2018; Hassan et al., 2019).

Evidenciada em literatura cientifica, a luteolina atua na modulagdo do apoptose, inibi¢do da proliferacdo celular,
metéstase e angiogénese. Além disso, sensibiliza uma variedade de células cancerosas para a citotoxicidade induzida
terapeuticamente através da supressdo das vias de sobrevivéncia celular e da estimulacdo das vias de apoptose, com
comprovada agdo antineoplasica frente a canceres de boca, figado, mama e estbmago (WU et al., 2008; LEE et al., 2012;
HONG et al., 2014).

E preciso salientar, que de acordo com Yip et al. (2016), os efeitos citotoxicos das terapias anticancer constituem um
dos principais fatores limitantes a sua utilizagdo. Como evidenciado na figura 2, a luteolina da P. juliflora ndo apresentou agéo
citotoxica frente as células normais. Em comparacdo com a droga padréo utilizada para tratamento da doenga, o docetaxel que
inviabilizou aproximadamente 20% das células ndo cancerigenas. Em relacdo a acdo terapéutica frente a células neoplésicas da
linhagem PC-3, a luteolina apresentou uma maior efetividade quando comparada a droga padrdo no tratamento do céncer
prostatico.

O mecanismo de agdo da luteolina, foi avaliado através da atividade inibitoria sobre a atividade enzimatica de
topoisomerase I1-o humana, por meio da inerterconversdo do DNA pBR322 para a forma relaxada através da DNA topo Ila em

presenca ou auséncia do flavonoide (Figura 3).
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Figura 3 — Placa de eletroforese em gel de agarose 1% mostrando a analise da atividade inibitéria da Topo lla humana pela
luteolina isolada de P. juliflora em diferentes concentracBes. Todas as linhas contém 0,35 uM de pBR322 (DNA super

helicoidal) e 2 unidades de DNA topoisomerase Il-a humana, com excec¢do da amostra pBR322.

Fonte: Dados da Pesquisa.

As topoisomerases sdo enzimas nucleares essenciais no processo de replicagdo do DNA. A topoisomerase 1, existente
nas isoformas alfa e beta, atua na liberacdo da fita de DNA enovelada, transcricdo, condensacdo dos cromossomos e
recombinacdo. Como é essencial a manutencgdo e replicacdo do DNA, quando estas fungdes sdo desativadas, as células ficam
vulneraveis. Além disso, devido o metabolismo exacerbado das células tumorais, a expressdo dessa enzima é maior que nas
células normais. Nessa perspectiva, as topoisomerases sdo alvos importantes no desenvolvimento de novas drogas,
principalmente antitumorais (Sampaio et al., 2006; Hande, 2006).

A luteolina nas concentracdes 90; 70 e 50 M apresentaram resultados positivos sobre a atividade da DNA topo Il-a.
Este resultado é observado através da similaridade ao resultado apresentado pelo farmaco padréo (topotecano), que ao inibir a
atividade enzimatica, impede o relaxamento do DNA super helicoidal, que migra pelo gel de agorase mais facilmente do que o
DNA relaxado (pBR322 + DNA topo Il-a).

4. Concluséo

Dada a auséncia de citotoxicidade em células normais, em associacdo com a inibicdo da proliferacdo celular
demonstrada a partir da menor dose testada, bem como o mecanismo de acéo frente a topoisomerase ll-o. humana, enzima
essencial no processo de replicacdo das células cancerigenas, evidenciam que a P. juliflora como um potencial recurso para

obtencdo de substancias isoladas a serem testadas em ensaios de atividade antitumoral.
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