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1. INTRODUCAO

O neuroblastoma € um tumor do sistema nervoso simpatico, sendo
responsavel por 15% das mortes por cancer entre criancas e adolescentes. As
taxas de sobrevida tém aumentado com o passar do tempo. Atualmente, cerca de
70% apresentam-se com metastase, sendo que a velocidade do diagndstico € o
principal fator preditor da sobrevida (Bowman et al., 1991; Cotterill et al., 2000;
Cheung et al., 2012).

A proépolis vermelha brasileira (PVB), obtida na regido nordeste, tem origem
botanica na Dalbergia ecastophyllum (L) Taub. (Leguminosae). Existem estudos
sobre o0s seus compostos bioativos, como fendis simples, polifendis,
triterpenoides, isoflavonoides, entre outros, e suas atividades benéficas, como
propriedades antitumorais (Daugsch et al., 2008; Piccinelli et al., 2011).

Ensaio de MTT € um ensaio colorimétrico de triagem que avalia a atividade
metabolica das células através do reagente brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-
2,5-difeniltetrazolio. E um teste amplamente utilizado na avaliacdo do efeito
antiproliferativo de drogas tumorais, por ser baseado na capacidade das células
viaveis reduzirem metabolicamente o sal de MTT, formando os cristais de
formazan de cor azul-purpura, que se acumulam no citoplasma celular (Plumb et
al., 1989).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antitumoral do extrato
alcodlico da PVB no cultivo de células tumorais de uma linhagem de
neuroblastoma humano (SH-SY5Y).

2. METODOLOGIA

A PVB foi coletada em setembro de 2011 em Brejo Grande (S 10°28'25" e W
36°26'12"). Foi protegida da luz e congelada a -20°C até que fosse realizado o
procedimento de preparo.

Antes dos experimentos foi realizada a dissolugdo do extrato de PVB em
solucéo alcodlica. Foi pesada a quantidade de 1g da PVB bruta seca. A amostra
pesada foi misturada em 10 mL de solucdo de etanol 70% (v/v), e esta mistura foi
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agitada a temperatura ambiente por 24 horas seguidas. Apds a homogeneizacéao,
a mistura foi filtrada e colocada sobre placa de petri para evaporacdo, a qual
produziu um poé vermelho fino, para depois ser congelado até sua a utilizacdo. O
p6é armazenado foi utilizado para o preparo de diferentes concentragcbes em
solucéo de etanol 50% (v/v).

A aliquota estoque foi diluida em solucao hidroalcodlica 50%, e mantida em
freezer -20°C. A concentracdo foi calculada a partir da quantidade de 200mg
diluida em 2mL de solucdo hidroalcodlica 50%. Para a diluicdo de uso foi
preparado 3mL no dia dos ensaios experimentais. A solucao foi diluida em meio
de cultivo celular (DMEM adicionado de 10% de SFB) nas proporcdes de 25ug,
50ug, 100pug e 200pg. Ao adicionar ao meio de cultivo celular (DMEM
suplementado com 10% SFB), a solucao foi filtrada em membrana de 0,22 pm
antes de cada ensaio experimental.

Foram utilizadas as concentragdes de 25, 50, 100 e 200 pg/mL para realizar
as avaliacdes da atividade antitumoral. Os ensaios de tratamento do cultivo
celular foram realizados nos tempos de 24 e 48 horas. Foram utilizados dois
controles experimentais, um com apenas a solucao hidroalcodlica 50% e outro
sendo apenas DMEM + 10% SFB.

A linhagem celular utilizada foi SH-SY5Y (neuroblastoma humano), obtida no
Banco de Células do Rio de Janeiro (PABCAM, Universidade Federal do Rio de
Janeiro, RJ, Brasil), sendo cultivada em meio DMEM suplementado com 10% de
soro fetal bovino (FBS). As células cresceram em atmosfera controlada a 37°C e
5% de CO2. Os experimentos foram realizados com as células em fase
logaritmica de crescimento.

Para avaliacdo da atividade antitumoral, as células foram incubadas em
placas de cultura de 96 pocos a uma densidade de 2 x 10* mL™ e mantidas em
uma estufa a 37°C, 95% de umidade e 5% de CO, por 24h. Depois o0 meio de
cultivo celular foi aspirado e substituido pelos meios contendo as concentracfes
alvo da PVB.

Para realizacdo do ensaio MTT o meio foi removido, e em cada poco foi
adicionado 20mL de MTT (5mg/mL) com 180mL de DMEM+FBS. Apés 3h na
estufa, os cristais de formazan foram diluidos pela adicdo de DMSO e a leitura da
reacao foi feita em 492nm em espectrofotobmetro. A inibicAo do crescimento
celular foi determinada por: inibicdo do crescimento € igual a absorbancia de
células controle multiplicado por 100%. Cada resultado foi proveniente da média
das absorbancias de 3 pocos diferentes.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se que o tratamento com as concentragdes de 25 e 50 pg/mL de
PVB foram diferentes de 100 e 200 pg/mL, conforme pode ser observado na
Figura 1. Os testes indicaram que maiores concentragces de PVB (100 e 200
pg/mL) provocam maior inibicdo do crescimento celular, tanto em 24 quanto em
48 horas. Além disso, nas concentracdes de 25 e 50 pg/mL também houve
diferenca entre os tempos de tratamento, sendo que em 48 horas foram
observadas as maiores inibicées. Nao foi observado toxicidade do veiculo, uma
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vez que no controle (somente solucdo hidroalcoodlica) ndo houve inibicdo
significativa do crescimento em ambos os tempos (Figura 1).
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Figura 1: Resultados obtidos de inibigdo do crescimento celular com o tratamento
da proépolis vermelha brasileira (PVB) em diferentes concentracfes (25, 50, 100 e
200pg/mL) e nos tempos de incubacédo de 24 e 48 horas na linhagem celular
humana de neuroblastoma (SH-SY5Y). As barras indicam o percentual de inibicdo
do crescimento celular com seu desvio padrdo. Letras mailsculas indicam
diferenca entre concentracdes; letras mindsculas indicam diferenca entre os
tempos de tratamentos.

4. CONCLUSOES

A PVB demonstrou ser um potencial tratamento antitumoral, uma vez que
apresentou um efeito de inibicdo do crescimento celular de neuroblastoma (SH-
SY5Y) em teste in vitro.
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