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Avaliacdo do potencial citotéxico do extrato alcodlico de Smilax fluminensis em fiblolastos e melanoma
murino.
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Resumo

Estudos foram realizados buscando avaliar os efeitos biolégicos de espécies de Smilax nativas do Brasil e
confirmaram o efeito anti-hanseniaco, depurativo e diurético da planta. No entando néo esta definido o nivel de
citotoxicidade celular que seu extrato podera gerar em células de mamiferos. No presente trabalho foi avaliado
0 extrato alcéolico de Smilax fluminensis em células de fibroblasto murino (3T3) e melanoma murino (B16F10).
O teste de citotoxicidade/viabilidade celular utilizado foi o MTT e realizado em triplicata por um periodo de 24 e
48h. Observou-se que o extrato possui uma IC50 em células de fibroblasto murino na concentracéo de 500ng/L
apo6s 48h de experimentacdo. J4 em células de melanoma murino observa-se no tempo experimental de 48h
uma IC50 na concentracdo de 250ng/L. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial citotoxico
de extratos alcdolicos de Smilax fluminensis em linhagens celulares de fibroblastgo murino (3T3) melanoma
murino (B16F10).
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Introducéo

Salsaparrilha é o nome originalmente atribuido as espécies de género Smilax, plantas nativas das
Américas. O género Smilax tem aproximadamente 300 espécies, e se distribui por todo o continente Americano
nas regides temperadas, subtropicais e, principalmente, nas regides tropicais. No Brasil, a espécie pode ser
encontrada em todo o territério nacional [1] e produz metabolitos secundarios: compostos fendlicos, taninos,
flavonoides e triterpenos, compostos com reconhecida atividade antiproliferativa. No Brasil, as principais
espécies desse género usadas na medicina popular sdo: Smilax brasiliensis Spreng., S. campestris Griseb. e
S. fluminensis Steud. [2].

Utilizando-se da premissa que esta planta possui compostos com atividade antiproliferativa, entende-se
gque o estudo dos mecanismos que levam a reducdo da proliferacdo ceular torna-se importante alvo
farmacolégico. Plantas medicinais, tem sido alvo dos cientistas ao perceberem que elas sdo uma fonte rica
para o desenvolvimento de novos farmacos [3].

O melanoma cutaneo é um tipo de cancer de pele que tem origem nos melanécitos e tem
predominancia em adultos brancos [4]. Outro fato relacionado com o desenvolvimento desta neoplasia é a
associacdo com a radiagdo ultravioleta, devido a repetidas alteracdes nos nervos, cuja etiologia relaciona-se
com a exposicao solar interrupta. Existem ainda outros fatores associados a génese desta doenca, como a
presenca de irritacdes crdnicas e contato com substancias quimicas [5].

Diante do grande desafio terapéutico que se configura o melanoma para o setor publico e privado de
saude, verifica-se a necessidade da identificacdo de novos alvos terapéuticos e/ou profilaticos que sejam
menos agressivos, propiciando, com isso, a obtencdo de melhores respostas aos tratamentos realizados e
melhoria da qualidade de vida dos portadores.

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a citotoxicidade do extrato alc6olico de Smilax
fluminensis em células ndo tumorais de fibroblasto murino (3T3) e células de melanoma murino (B16F10), a fim
de determinar o potencial citotoxico deste extrato em células acometidas pela neoplasia e células saudaveis.

Metodologia

O extrato de Smilax fluminensis foi cedido pela professora Dra. Rosemary Mathias — Uniderp
Anhanguera. O extrato foi testado primeiramente em células de fibroblasto murino (3T3) nas concentra¢des de
500, 250 e 25ng/L por periodos de 24 e 48h. Apds a obtencéo destes resultados definiu-se as concentracdes a
serem testadas em células de melanoma murino (B16F10). Desta forma, utilizou-se nessa segunda parte da
experimentacao as concentracdes de 0,25; 2,5; 25 e 250ng/L em periodos de exposicao de 24 e 48h.

O teste de citotoxicidade/viabilidade celular utilizado foi 0 método de MTT realizado em triplicata. As
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células foram cultivadas em meio DEMEM por 24h para estabilizagdo do cultivo celular, apds este periodo
foram tratadas com o extrato em diferentes concentracdes por mais 24h e 48h. Em seguida, o sobrenadante foi
removido e foi adicionado o MTT. Apo6s 4h, o formazan formado foi solubilizado com DMSO e a absorbancia foi
lida em 550 nm. A partir dos dados obtidos calculou-se a viabilidade celular por meio do calculo a seguir:

Viabilidade celular = Absorbancia media da concentragédo teste X (100/ absorbéncia media do controle)

Os resultados obtidos permitiu a identificacdo da IC50 (a metade da concentracao inibitéria maxima)
em ambos os tipos celulares testados.

Resultados e Discusséo

Nenhuma das concentragfes testadas do extrato apresentou citotoxicidade em 24h em ambos os tipos
celulares, no entanto quando avaliados em 48h observa-se uma reducao da viabilidade celular. Em células 3T3
observou-se que a concentracéo de 500ng/L levou a uma reducao da viabilidade a niveis similares ao do grupo
controle positivo. Sendo a IC50 do extrato em células 3T3 de 500ng/L.

Por meio do resultado obtido, definiu-se as concentracdes a serem testadas em B16F10, sendo elas
abaixo dos valores de IC50 obtido no teste anterior, haja visto que células tumorais possuem uma maior
instabilidade gendmica e poderiam responder de forma eficaz a concentracdes menores do extrato. As doses
testadas foram 0,25; 2,5; 25 e 250ng/L.

Os resultados indicaram uma resposta dose dependente, ou seja, obteve-se maior citotoxicidade nas
maiores concentracfes testadas. De tal forma que a IC50 de Smilax fluminensis foi de 250ng/mL. Entende-se
gue por ser uma linhagem celular bastante resistente aos mecanismos de morte, a B16F10 ndo respondeu
adequadamente aos compostos quimicos presente aos extratos, desta forma infere-se que para uma atividade
eficaz sobre a linhagem seria necessario concentracdes mais altas do extrato, haja visto a percepcdo de uma
dose resposta em 48h.

Tabela: Porcentagem de viabilidade celular obtida por meio do teste de MTT apés 24 e 48h de
tratamento com extrato alcéolico de Smilax Fluminensis em células 3T3 e B16 F10.

CELULAS 3T3 - VIABILIDADE CELULAR (%)

Grupos experimentais 24h 48h
Controle 100 100
Controle positivo 20,15 48,49
S. fluminensis 25ng/L 113,43 50,28
S. fluminensis 250ng/L 141,02 72,58
S. fluminensis 500ng/L 157,67 95,21

100 100

CELULAS B16F10- VIABILIDADE CELULAR (%)

Grupos experimentais 24h 48h
Controle 100 100
Controle positivo 27,76 27,76
S. fluminensis0,25ng/L 97,85 93,18
S. fluminensis 2,5ng/L 96,91 96,89
S. fluminensis 25ng/L 89,63 89,88
S. fluminensis 250ng/L 62,45 47,93
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Conclusbes

O extrato alcoolico de Smilax fluminensis apesar de ndo apresentar atividade citotoxica apos 24h de
exposi¢do possui esta atividade apds 48h e tem uma IC50 de 500ng/L em células 3T3 e de 250ng/mL em
células B16F10. Por meio destes resultados infere-se que o extrato alc6olico de Smilax fluminensis possui uma
atividade mais intensa em células tumorais (B16F10) do que em células ndo alteradas (3T3), mostrando-se
pouco citotéxica em células saudaveis e maior citotoxicidade em células tumorais.

O que revela a necessidade de testar esses extratos em diferentes linhagens celulares para verificar se
essa atividade seletiva se aplica em outros tipos celulares.
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