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RESUMO 

 
O estudo tem como objetivo analisar em modelo experimental in vitro o efeito citotóxico do extrato 
etanólico de folhas da espécie Arrabidaea pulchra (Cham.) Sandwith sobre a linhagem celular 
de adenocarcinoma de próstata humano (PC-3), como também qualificar a presença de 
metabólitos secundários com o estudo fitoquímico do mesmo extrato. As folhas da planta foram 
coletadas na Floresta nacional de Açu/RN, Brasil, sendo então secas, trituradas e submersas em 
etanol absoluto por 48h e a solução evaporada em evaporador rotativo a 55º C. A análise 
fitoquímica do extrato foi realizada. Já a viabilidade celular realizada pelo teste de exclusão do 
corante azul de tripan e o efeito citotóxico pelo bioensaio de MTT, nas concentrações 1000 
μg/mL, 500 μg/mL e 100 μg/mL. A análise estatística realizada pela análise de variância (ANOVA) 
de duas vias, seguida de pós-teste de comparação múltipla de Tukey. Valores de p≤ 0,05 foram 
considerados significantes. Foi encontrado na análise fitoquímica a presença dos metabólitos: 
taninos e flavonoides. Já as concentrações 500 μg/mL e 100 μg/mL apresentaram maior efeito 
citostático e citotóxico sob as células de câncer de próstata, comparado com o controle positivo 
contendo 5 μg/mL de doxorrubicina. O extrato etanólico das folhas da espécie Arrabidaea pulchra 
(Cham.) Sandwith nas concentrações de 500 μg/mL e 100 μg/mL, apresentou ação 
antiproliferativa e citotóxica sob as células da linhagem PC-3 nas condições experimentais 
testadas. Como também a presença de taninos e flavonoides. 
 
Descritores: Bignoniaceae, Próstata, Efeito Citotóxico. 

 
ANALYSIS CYTOTOXIC AND PHYTOCHEMICAL OF Arrabidaea pulchra 

(Cham.) Sandwith 
 

ABSTRACT 
 
The study aims to analyze the cytotoxic effect of ethanol extract of leaves of Arrabidaea pulchra 
(Cham.) Sandwith in an experimental model in vitro using the cell line of human prostate 
adenocarcinoma (PC-3), as well as qualify the presence of secondary metabolites through the 
phytochemical study of the same extract. The plant’s leaves werecollectedin theNational Forestof 
Açu/RN, Brazil, and then dried, crushed andimmersedin absolute ethanolfor 48h, thesolution was 
thenevaporatedina rotary evaporator at55 °C.Phytochemical analysisof the extract 
wasperformed.Cellviability was tested throughtrypan blue exclusion testand 
thecytotoxicbioassaywas done by MTTassay using1000μg/mL,500μg/mLand 100μg/mL of the 
extract. Statistical analysis was performedby analysis of variance(ANOVA), two-way, followed 
byTukey's post-test ofmultiple comparison. Values of p≤0.05were considered 
significant.Phytochemical analysis revealedthe presenceofthe following metabolites: condensed 
tannins and flavonoids. Extractconcentrations,500μg/mLand 100μg/mLshowed 
highercytostaticandcytotoxiceffectonthe prostate cancer cells, compared with thepositive control, 
containing5μg/mldoxorubicin. Theethanol extractof the leavesofArrabidaeapulchra(Cham.) 
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Sandwith speciesat the concentrations of 500μg/mLand 100μg/mL, showedan anti-proliferative 
and cytotoxic effectsonthePC-3 cell linein the experimental conditionstested. As well asthe 
presence of tannins and flavonoids. 
 
Key-words: Bignoniaceae, Prostate, Cytotoxic Effect. 

INTRODUÇÃO 

Os vegetais são uma das fontes mais promissoras de estudos de compostos 

químicos com efeito antitumoral. Os estudos a respeito de novas drogas provenientes 

desses organismos representa uma alternativa promissora na bioprospecção de novos 

agentes anticâncer, e/ou podendo haver o melhoramento na eficácia do medicamento 

diminuindo por muitas vezes muitos efeitos adversos (1,2). 

Com isso, podemos destacar a espécie vegetalArrabidaea pulchra (Cham.) 

Sandwith, da família Bignoniaceae, a qual é uma liana que apresenta cálice 

membranáceo com tricomas multicelulares com ápice glandular avermelhado, 

distribuídos por toda a inflorescência, conferindo à essa espécie uma cor acastanhada 

(3). No Brasil, plantas pertencentes a essa família são encontradas da Amazônia até o 

Rio Grande do Sul, não possuindo um habitat único.  

Em relação aos estudos químicos realizados com a espécie A. pulchra,foi isolado 

o ácido ursólico, a partir de suas folhas e caule, tendo este apresentado atividade 

tripanossomicida(4), foi evidenciado ainda um efeito antiviral contra o vírus da dengue 

(5), como também foi analisado o efeito tóxico de extrato hidroalcoólico formulado a 

partir de folhas, demostrando ausência de toxicidade em modelo experimental in vivo(6).  

Havendo assim poucos relatos experimentais de efeitos biológicos relacionados 

ao gênero Arrabidaea, sendo a espécie mais analisada a Arrabidaea chica. Dela já 

foram isolados compostos como: flavonoides, antocianinas, taninos, fitosteróis e 

pigmentos utilizados em cosméticos, tais como carajurona, carajurina e 3 

deoxiantocianidina, e já foram demonstradas atividades tripanossomicidas, antifúngicas 

e antitumorais in vivo para tumor sólido de Ehrlich(2,7,8). Diante do exposto, o estudo 

objetivou analisar em modelo experimental in vitro o efeito citotóxico do extrato etanólico 

de folhas da espécie Arrabidaea pulchra (Cham.) Sandwith sobre a linhagem celular de 

adenocarcinoma de próstata humano (PC-3), como também qualificar, com o estudo 

fitoquímico, a presença de alguns metabólitos secundários de importância biológica. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Obtenção do material vegetal 
As folhas de Arrabidaea pulchra (Cham.) Sandwith foram coletadas na Floresta 

Nacional de Açu do Instituto Chico Mendes de Conservação da Biodiversidade (Estado 
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do Rio Grande do Norte, Brasil) sob consentimento do Sistema de Autorização e 

Informação em Biodiversidade (SISBIO processo 29755), sendo a espécie identificada 

pelo referido instituto. 

Preparação do extrato 

As folhas foram secas à temperatura ambiente (24-35º C) em local sombreado 

por 15 dias, sendo então trituradas obtendo-se o peso seco de 308 g, posteriormente 

fixado em etanol absoluto por 48 horas sendo a solução filtrada em papel de filtro, 

repetindo-se o processo por 4 vezes. Em seguida, toda a solução foi evaporada em 

evaporador rotatório a vácuo (QUIMIS™) a uma temperatura de 55º C, obtendo-se o 

extrato etanólico (EE), o qual foi liofilizado (Liofilizador LS 42 300 – Terroni™) e 

armazenado em freezer a -20º C. 

Análise fitoquímica 

Os testes químicos para a detecção dos diversos metabólitos secundários como: 

os taninos, os flavonoides, as saponinas, os fenóis, as antocianinas, as antocianidinas, 

as leucoantociadininas, as catequinas e as flavonas, foram realizados de acordo com 

Matos(9). 

Manutenção da linhagem PC-3 

A linhagem de câncer de próstata PC-3 foi doada pelo Laboratório de 

Biotecnologia de Polímeros Naturais da Universidade Federal do Rio Grande do Norte - 

UFRN. As células foram mantidas em incubadora (Revco™) a 37ºC, 5% de CO2, em 

atmosfera umidificada, em garrafas de cultura de 25 cm2 (TPP®) com meio RPMI 1640 

(Gibco®) completo suplementado com 5% de soro fetal bovino (FBS, Gibco®) e 1% de 

penicilina/estreptomicina (Invitrogen®). 

Ensaio da Viabilidade Celular 

A viabilidade celular determinou-se pelo teste de exclusão do corante vital azul 

de tripan em células PC-3 (câncer de próstata) durante um período de incubação de 24 

horas. As células foram distribuídas em placa de 96 poços de cultura estéreis de 

poliestireno contendo (1 x 104 células/mL) e as concentrações de 1000 μg/mL, 500 

μg/mL e 100 μg/mL do EE. Após o período de incubação as células foram contadas em 

câmera de Neubauer, sendo o teste realizado em duplicata. Considerou-se como 

controle poços contendo somente as células e o meio de cultura RPMI-1640. 

Bioensaio de citotoxicidade pelo método MTT 

A citotoxicidade das concentrações do extrato etanólico foi verificada em 
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linhagem celular PC-3 (câncer de próstata) usando do MTT (brometo de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-iol)-2,difeniltetrazólio, Anresco®), ensaio descrito por Mosmann(10), por 24 

horas de incubação a 37ºC, 5% de CO2, em atmosfera umidificada. Para tanto, 5 x 104 

células/placa foram cultivadas em placas de cultura estéreis de poliestireno (35 x 10 

mm) contendo meio de cultura RPMI-1640 e as concentrações de 1000 μg/mL, 500 

μg/mL e 100 μg/mL do (EE). Ao término do período de incubação o meio foi retirado e 

acrescentado a solução de MTT, sendo as células incubadas por mais 3 horas. Em 

seguida, a solução total foi removida e um volume de 1 mL de DMSO (dimetilsulfóxido) 

acrescentado. A leitura da absorbância realizou-se no espectrofotômetro UV-Mini 1240 

(Shimadzu™) a 570nm. A doxorrubicina (5 μg/mL) foi utilizada como controle positivo e 

meio contendo somente a concentração de células como controle negativo. 

Análise Estatística 

As comparações entre os tratamentos foram avaliadas usando análise de 

variância (ANOVA) de duas vias nos ensaios com as células PC-3, seguida de pós-teste 

de comparação múltipla de Tukey. Valores de p≤ 0.05 foram considerados significantes. 

Para as análises e elaboração dos gráficos, utilizou-se como ferramenta o software 

GraphPadPrism® versão 6 para Windows (San Diego, Califórnia, USA). Os dados 

sendo apresentados na forma de média ± erro padrão. 

RESULTADO E DISCUSSÃO 

Análise Fitoquímica 

A prospecção fitoquímica dos produtos naturais de origem vegetal tem como 

objetivo verificar, de forma qualitativa, a presença dos metabólitos secundários na 

composição química do extrato elaborado (9). 

A análise fitoquímica do extrato etanólico de Arrabidaea pulchra (Cham.) 

Sandwith, mostrou a presença de taninos condensados e flavonoides do tipo flavonas 

(Tabela 1). 
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Constituintes Presente/ Ausente 

Fenóis e Taninos Presença de Taninos 

Antocianinas e Antocianidinas Ausente 

Flavonas, Flavonóis e Xantonas Presença somente de Flavonas 

Chaconas e Auronas Ausente 

Flavonóis Presente 

Leucoantocianidinas Ausente 

Catequinas Ausente 

Flavononas Presente 

Análise fitoquímica do extrato etanólico de Arrabidaea pulchra, mostrando a 

presença para as condições experimentais testadas, a presença de taninos e 

flavonoides. Na mistura com vários constituintes reativos, a presença de um pode 

mascarar a indicação da presença de outro. 

Doenças como o câncer, esclerose múltipla, arteriosclerose estão relacionadas 

à presença excessiva de radicais livres. Nesse contexto, vários taninos possuem a ação 

de capturar radicais livres e transforma-los em radicais estáveis, promovendo assim um 

efeito quimiopreventivo no processo de carcinogênese, sendo esse efeito contrariado 

por alguns grupos de pesquisa(11). 

Dos constituintes presentes no extrato analisado, os flavonoides apresentam 

atividade antitumoral, antioxidante, anti-inflamatória, citostática, antiangiogênica, dentre 

outras de acordo com diversos estudos(12–15). 

Os flavonoides, em dieta humana, reduzem os riscos de diversos canceres, 

principalmente os que sofrem interferência hormonal, como o câncer de mama e o 

câncer de próstata, tendo sua estrutura química como uma fonte inspiradora para novos 

quimioterápicos(13). 

O estudo da composição química dos vegetais é por muitas vezes interferida 

pela grande multiplicidade dos constituintes de ordem química, sendo a sua análise 

fitoquímica dificultada. A presença de componentes com propriedades físicas muito 

próximas, ou a quantidade de determinados compostos químicos, podem encobrir a 

efetivação da análise química (9). 

Viabilidade Celular 

O corante azul de tripan permite distinguir as células viáveis das não viáveis, 

TABELA 1- Análise Fitoquímica de extrato etanólico de A. pulchra. 
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pela incorporação, via membrana plasmática, do corante de cor azul(16). 

Nesse sentido, a viabilidade celular analisada pelo teste de exclusão do corante 

azul de tripan mostrou, para as concentrações de 1000 μg/mL, 500 μg/mL e 100 μg/mL 

do extrato etanólico de Arrabidaea pulchra, que houve uma redução significante no 

número de células após 24 horas de incubação. Sendo a concentração 100 μg/mL a 

que apresentou o maior efeito sob a proliferação das células de câncer de próstata, 

comparando com as células não tratadas, sendo assim considerada uma concentração 

que acarreta um efeito citostático e/ou citotóxico sob as células de câncer de próstata in 

vitro (Figura 1). 

 

 

 
FIGURA 1- Viabilidade celular pelo método de exclusão pelo corante azul de tripan em linhagem 
PC-3 do EE de A. pulchra incubados por 24 horas. p<0.05. 

A mesma figura (Figura 1) mostra que houve uma diminuição na proliferação 

celular superior a 64%, tendo como parâmetro o controle contendo somente as células, 

quando se utilizou da concentração de 1000 μg/mL do extrato etanólico e abaixo de 15% 

para a concentração de 500 μg/mL, mostrando que a concentração de 500 μg/mL 

acarretou um efeito na inibição da proliferação celular capaz de provocar paralização 

muito maior que 50% do crescimento celular. 

Tendo como o tempo de dobramento, para a linhagem PC-3 (câncer de próstata) 

nas condições de manutenção estabelecidas pelo nosso grupo de pesquisa, de 

aproximadamente 14 horas (Figura 2) e de declínio celular entre 36 e 48 horas, a 

escolha de 24 horas de incubação das células para o teste de viabilidade celular 

corrobora com o tempo estimado para a verificação do efeito inibitório da proliferação 

celular, já que estas células normalmente têm um tempo de dobramento de 10 a 14 

horas (17).  

 

Viabilidade Celular 
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FIGURA 2: Curva de crescimento das células PC-3 estabelecida e padronizada no Laboratório 
de Cultura Celular da Universidade Federal Rural do Semi-Árido. 

Assim sendo, é importante estabelecer uma fase inicial G0 igual para toda a 

concentração celular utilizada no teste, a fim de padronizar a fase em que as células se 

encontram quanto ao efeito das concentrações testadas, permitindo assim o início dos 

estudos do mecanismo de ação da substância analisada. 

Bioensaio de MTT 

A determinação do efeito citotóxico de compostos naturais em modelos 

experimentais in vitro vem trazendo grandes contribuições para a descoberta de novos 

agentes anticâncer(18). O interesse na utilização desses modelos experimentais é 

intensificado pelo curto tempo para obtenção dos resultados e reprodutibilidade, como 

também pela grande economia e fornecimento de informações diversas sobre 

mecanismos moleculares(19,20). 

O bioensaio utilizado para verificar o efeito citotóxico dos compostos testados 

baseia-se no uso do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-iol)-2,difeniltetrazólio) que 

forma-se em sal de formazan de cor púrpura na presença da enzima mitocondrial 

succinato desidrogenase marcando, desse modo, as células que apresentam atividade 

metabólica (21). 

Para as concentrações testadas do extrato etanólico de Arrabidaea pulchra, o 

bioensaio revelou que essa espécie apresenta compostos com efeito citotóxico sob 

células da linhagem PC-3 (câncer de próstata) in vitro, após 24 horas de incubação. A 

figura 3 mostra que as concentrações 500 μg/mL e 100 μg/mL possui efeito 

antiproliferativo acima de 50% do efeito citotóxico da concentração de doxorrubicina (5 

μg/mL) utilizada como controle positivo, tendo efeito citotóxico superior ao da droga 

Curva de Crescimento Celular 
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padrão. 

 

FIGURA 3: Efeito citotóxico do EE de A. pulchra sobre células da linhagem PC-3 por um período 
de 24 horas de incubação. *p<0.05. 

Muito se discute sobre a importância da utilização de plantas medicinais na 

utilização de novos agentes terapêuticos, havendo assim uma grande ocorrência de 

agentes quimioterápicos agindo contra o câncer, provenientes de produtos naturais 

(22,23). Esses novos compostos anticâncer devem desencadear diferentes 

mecanismos de ação no organismo a fim de serem capazes de atuar especificamente, 

na inibição da polimerização da tubulina (atuando no DNA), bloqueadores enzimáticos 

ou de microtúbulos celulares, entre outros (1). 

Nesse estudo, os compostos do extrato podem ter interferido na formação da 

integridade da membrana plasmática da célula impedindo a sua sobrevivência, 

ocorrendo uma associação à membrana pela polaridade apresentada pela composição 

total do extrato. Já a interação das concentrações do extrato com os diversos receptores 

na célula podem ter interferido diretamente na farmacodinâmica, já que ela depende 

tanto da concentração da substância administrada quanto da disponibilidade de 

receptores específicos para a mesma (24). Explicando assim o maior efeito citotóxico 

ter sido provocado pela menor concentração. 

Durante o processo de otimização dos estudos de compostos bioativos, a 

potência da sua atividade é o principal parâmetro a ser observado. Porém, para evitar o 

insucesso de uma nova entidade química a farmacocinética deve ser considerada. 

Diante disso, a ADME (absorção, distribuição, metabolismo, excreção) deve ser 

analisada. Todavia, o estudo da mesma ocorre, na sua maioria, em experimentos in 

Efeito Citotóxico 
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vivo, ou seja, ainda na fase pré-clínica(20). 

Diante do exposto, a forma de tratar o câncer baseia-se de modo geral na 

administração de agentes químicos (quimioterápicos), da ressecção cirúrgica ou da 

radioterapia, podendo haver muitas vezes uma associação entre essas formas de 

terapia (25). Contudo, o uso dessas terapias causa muita injúria, tendo como 

consequência a ineficácia do tratamento devido à grande replicação das células 

anormais(26). Desse modo, o efeito das drogas anticâncer é uma temática bastante 

discutida no âmbito científico tendo como repercussão o desenvolvimento de novas 

alternativas para o seu tratamento(2). 

O estudo da viabilidade celular pelo teste do corante azul de tripan como também 

a citotoxicidade celular pelo bioensaio de MTT mostram informações sobre o 

metabolismo celular e a viabilidade celular, podendo ser aliado a outros meios para 

elucidar os mecanismos de ação das substâncias presentes na fração etanólica do 

extrato das folhas da espécie Arrabidaea pulchra sobre as células de câncer de próstata, 

como também sobre outras linhagens. 

A transformação de uma célula normal para uma célula cancerígena envolve 

vários mecanismos, porém as fases do ciclo celular é um dos mais importantes e a sua 

compreensão é de extrema relevância para elucidar a etiologia do câncer e a forma de 

ação dos compostos antineoplásicos. De fato, os estudos do mecanismo de ação dos 

compostos anticâncer exigem uma compreensão sistêmica e uma classificação química 

dessas substâncias em relação ao seu mecanismo de ação não deve ser considerado 

precipitadamente (27). 

Dos fármacos usados na terapia do câncer existem principalmente os que atuam 

dependentes do ciclo celular, chamados de fármacos ciclo-celular específicos, ou os 

que agem destruindo as células tumorais independente da fase do ciclo celular, 

chamados de fármacos ciclo-celular não específicos (28,29). 

Os quimioterápicos antineoplásicos que interagem com o DNA vêm 

demostrando uma ampla utilização clínica e comprova a grande importância e o enorme 

interesse acadêmico e tecnológico, contribuindo decisivamente na descoberta de 

compostos anticâncer mais eficientes e menos tóxicos (20,27). 

Considerando os testes de viabilidade celular e o efeito citotóxico utilizando de 

modelo experimental in vitro, o extrato etanólico obtido a partir das folhas da espécie 

Arrabidaea pulchra (Cham.) Sandwith nas concentrações de 500 μg/mL e 100 μg/mL, 

apresentou ação antiproliferativae citotóxica sob as células da linhagem PC-3 (câncer 

de próstata) nas condições experimentais testadas. Sendo indicada também a presença 
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de metabólitos secundários taninos condensados e flavonoides. Nesse contexto, este 

estudo vem contribuindo na descoberta de novos composto bioativos com efeito 

anticâncer para futuras aplicações terapêuticas no combate ao câncer. 
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