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RESUMO

Plantas tém sido usadas como fonte de medicamentos ha milénios. Extratos de
plantas e principios derivados ativos tém servido como a maior fonte de novos
farmacos para tratamento de tumores malignos. Neste trabalho, descrevemos as
plantas mais utilizadas como agentes anticancerigenos, pela populacdo tratada
no Centro de Oncologia do Hospital Universitario/UFAL (Macei6-AL). O objetivo
deste trabalho foi avaliar os efeitos toxicolégicos destas plantas e analisar a acao
de seus extratos e sucos sobre células tumorais em modelos in vitro e em
neoplasias in vivo. Inicialmente, as plantas foram coletadas, identificadas, e os
extratos hidroetandlicos e sucos de Aloe vera e Euphorbia tirucalli foram
preparados. Na investigacdo farmacoldgica, os seguintes ensaios foram feitos:
Toxicidade frente ao microcrustaceo Artemia salina, teste in vitro contra células
de linhagem tumoral humana e avaliacdo in vivo utilizando Sarcoma 180 em
camundongos. As plantas foram: Annona muricata, Aloe vera, Schinus
terebenthifolius, Hyptis pectinata, Stryphnodendron adstringens, Euphorbia
tirucalli, Caesalpinia bonduc e Cnidosculus urens. O screening fitoquimico
mostrou a presenca de flavondides, taninos, saponinas e esterdides. O ensaio de
Artemia salina sugeriu alta toxicidade de Stryphnodendron adstringens, Annona
muricata e Euphorbia tirucalli; Hyptis pectinata foi considerada atoxica. No ensaio
preliminar in vitro, apenas duas espécies exibiram moderada -citoxicidade:
Annona muricata (82%, 86% e 71% de inibicdo) contra as linhagens celulares
SF295, HCT-8 e MDA-MBA435, respectivamente e Hyptis pectinata (62% de
inibicdo) contra a linhagem celular HCT-8. Ambas as plantas apresentaram
nenhum efeito hemolitico e na avaliacdo da atividade citotoxica em células
mononucleares do sangue periférico (PBMC), Annona muricata exibiu maior
atividade, embora tenha apresentado maior toxicidade que Hyptis pectinata.para
PBMC. Nos testes in vivo, Hyptis pectinata, Schinus terebinthifolius, Euphorbia
tirucalli e Annona muricata e inibiram o Sarcoma 180 (70,5% - 67,1% - 58,9% e
57,5%). A andlise histopatolégica de figado, rins e baco dos animais tratados,
informou auséncia de lesdes. Em conjunto estes resultados sugerem que apenas
duas plantas (Hyptis pectinata e Annona muricata) usadas pela populacdo
mostraram potencial atividade antitumoral, pelo menos nos modelos
farmacoldgicos in vitro e in vivo utilizados.
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ABSTRACT

Plants have been used as sources of medicinal agents for millennia. Plant
extracts and derived active principles have served as a major source for new
pharmaceuticals for treatment of malignant tumors. In this work, we described the
plants most used as anticancer agents, by the population treated on the Oncology
Service of the University Hospital (Maceio-AL). The aim of this work was evaluate
the toxicological effects of those plants and to value the antitumoral activity of the
extracts and juices against human tumor cell lines and in neoplasic assays in vivo.
Initially, the plants were collected, identified, and the hydroethanolic extracts and
juices of Aloe vera and Euphorbia tirucalli were prepared. In the pharmacological
approach, the follow assays were done: toxicity against brine shrimp Artemia
salina, in vitro test against human tumor cell lines and in vivo evaluation using
sarcoma 180 in mice. The plants were Annona muricata, Aloe vera, Schinus
terebenthifolius, Hyptis pectinata, Stryphnodendron adstringens, Euphorbia
tirucalli, Caesalpinia bonduc and Cnidosculus urens. The phytochemical
screening showed the presence of flavonoids, tanins, saponins and sterols. The
Artemia salina essay suggested moderate toxicity of the Stryphnodendron
adstringens, Annona muricata e Euphorbia tirucalli. Hyptis pectinata was
considered atoxic. In the preliminary in vitro assay only two species showed
moderate cytotoxicity: Annona muricata (82%, 86% and 71% of inhibition) against
SF295, HCT-8 and MDA-MBA435 line cells, respectively and Hyptis pectinata (62%
of inhibition) against HCT-8.line cells. Both plants presented no hemolytic effect
and in the evaluation of the cytotoxicity activities against peripheral blood
mononuclear cells, Annona muricata showed the biggest activity, although had
shown bigger toxicity than Hyptis pectinata to PBMC. In the in vivo tests, Hyptis
pectinata, Schinus terebinthifolius, Annona muricata and Euphorbia tirucalli
inhibited the sarcoma 180 (70,5% - 67,1% - 58,9% and 57,5%). The
histopathological analysis of the liver, kidneys and spleen of animals which was
treated showed absence of lesions. Take together these results suggest that only
two plants (Hyptis pectinata and Annona muricata) used by the population showed
potential anti-tumor activity, at least in the used pharmacological models in vitro
and in vivo.
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Em muitas comunidades e grupos étnicos, o conhecimento sobre plantas
medicinais € transmitido entre as geragdes e representa, muitas vezes, o unico
recurso terapéutico ao seu alcance. No Brasil, plantas medicinais sdo vendidas em
mercados publicos e feiras populares ou, encontradas em cultivo doméstico (MACIEL
et al., 2002). Segundo Engelke (2003) o Brasil possui a maior diversidade vegetal do
planeta, cerca de 55 mil espécies de plantas superiores e uma farmacopéia popular
com uma grande variedade de plantas medicinais, gragas a uma miscigenagao
cultural envolvendo africanos, europeus e indigenas, com introdu¢cdo de espécies
exoticas pelos colonizadores e escravos (MELO et al., 2007).

No inicio da década de 1990, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) divulgou
que 65-80% da populacdo dos paises em desenvolvimento dependiam das plantas
medicinais como unica forma de acesso aos cuidados basicos de saude
(AKERELE,1993). No Brasil, a grande extenséo territorial e as dificuldades de acesso
decorrentes dela, ttm promovido o isolamento geografico de muitas comunidades.
Neste contexto, a dificuldade de acesso aos servigos de saude publica e o surgimento
de novas doengas nestas comunidades, tém incentivado o uso dos conhecimentos da
medicina tradicional como também tém sido adicionados novos conhecimentos e usos
medicinais da flora (RODRIGUES & CARLINI, 2002).

Os efeitos adversos de farmacos sintéticos, a preferéncia dos consumidores por
tratamentos "naturais", o maior conhecimento cientifico acerca da eficacia e
segurancga de espécies vegetais, o aprimoramento de novos métodos de controle de
qualidade, de novas formas farmacéuticas e administragdes de produtos fitoterapicos,
além do menor valor de compra em comparagao com os farmacos sintéticos tém
estimulado o crescimento da fitoterapia (CANIGUERAL et al. 2003; VIEIRA, 2001;
MELO et al., 2007).

A seguranca e a eficacia terapéutica de plantas medicinais e de alguns de seus
constituintes dependem de diversos fatores, dentre estes pode-se destacar a
qualidade do produto comercializado. Os estudos sobre plantas medicinais envolvem
esforcos de equipes multidisciplinares das areas de Quimica, Botanica e
Farmacologia a fim de verificar a existéncia de caracteristicas desejaveis das plantas
medicinais como eficacia, baixa toxicidade para o homem, assim como padrao de
qualidade das espécies estudadas para que sejam manipuladas e incluidas, de forma

segura, na terapéutica médica (ARNOUS et al., 2005).

BARBOSA, C.V., 2009



O cancer é uma das patologias que sao alvo de pesquisas para desenvolvimento
ou descoberta de novos farmacos, e é responsavel por mais de 12% de todas as
causas de oObito do mundo representando, assim, um problema de saude publica
mundial. Segundo a Uni&do Internacional Contra o Cancer (UICC), a incidéncia da
doenca, estimada em 2002 em 11 milhdes de casos novos, alcangara quase 20
milhdes em 2020.

Muitas substéncias cujas origens se encontram nas plantas tém hoje, papel de
grande importancia na terapia antineoplasica, dentre elas o diterpeno anticancerigeno
Taxol®, isolado de plantas do género Taxus, que apds sua sintese, em escala
industrial, € comercializado no mercado farmacéutico como medicamento promissor
no tratamento de tumores de ovarios e pulmdes (KINGSTON, 1991; CORREA, 1995;
CECHINEL-FILHO, V. & YUNES, A.R., 1998).

Cerca de 75% dos compostos puros naturais utilizados pela industria
farmacéutica foram obtidos a partir de informagcées da medicina popular (SILVA
JUNIOR, 1996; CECHINEL-FILHO, V. & YUNES, A.R.,1998) dai a importancia da
consulta a populagdo como marco inicial deste trabalho, definindo a selegdo de
espécies a serem estudadas e colaborando com informagdes acerca da indicagao e
formas de uso das plantas medicinais.

Tendo em vista a grande preocupacéo dos 6rgédos de fomento e dos organismos
de saude, como secretarias e Ministério da Saude em se utilizar conhecimentos ja
existentes que tragam retorno a populagdo, este trabalho propde o resgate do
conhecimento popular aliado aos dados cientificos existentes na literatura e a
utilizacdo de técnicas experimentais que possam trazer algum resultado que

corrobore ou refute, o uso de plantas medicinais, particularmente contra o cancer.

BARBOSA, C.V., 2009
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Avaliar a acao toxica de extratos de plantas medicinais utilizados pelos usuarios do
Centro de Alta Complexidade em Oncologia (CACON) do Hospital Universitario Prof.
Alberto Antunes (HUPAA) / UFAL, em modelos in vivo e in vitro..

2.2. Especificos

- Realizar o levantamento de plantas medicinais usadas como coadjuvantes no
tratamento de neoplasias pelos usuarios do CACON/HUPAA/UFAL;

- Preparar os extratos de plantas utilizadas pela populagao e fazer triagem de
prospecgao quimica;
- Avaliar a toxicidade dos extratos selecionados frente ao microcrustaceo Artemia
salina;
- Avaliar a agao dos extratos sobre células tumorais, através de modelos in vitro;
- Avaliar a agao dos extratos em modelos de neoplasias in vivo;
- Possibilitar o retorno a populacédo dos resultados obtidos, para a utilizagdo de uma

terapia eficaz.

BARBOSA, C.V., 2009
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1- Consideracdes sobre Neoplasias

O termo neoplasia refere-se a todos os tumores benignos e malignos, enquanto
a terminologia cancer (BOGLIOLO, 1987) refere-se especificamente a tumores
malignos (MOURA et al, 2001).

O cancer é uma doenca definida por uma histéria clinico-patolégica
caracterizada pelo crescimento descontrolado de um tecido com a capacidade de
difundir-se para outros 6rgaos. Responsavel por mais de 12% de todas as causas de
obito do mundo, o cancer representa um problema de saude publica mundial e varias
causas sdo apontadas como responsaveis pelo seu desenvolvimento (MINISTERIO
DA SAUDE, 2008).

Hoje s&o conhecidos muitos fatores que aumentam o risco de cancer e a
natureza destas causas sao heterogéneas: as de origem quimica como as exposi¢des
ao asbesto (amianto), as de origem viral como as decorrentes de infecgdes pelo
Papiloma virus Humano (HPV) ou até as de origem hormonal (PARKIN et al., 2002).

Acredita-se que o aumento da incidéncia dessa doenca deva-se a maior
exposicao dos individuos aos fatores de risco e, ao aumento da expectativa de vida
da populagado, resultando em maior incidéncia de doengas crbénico-degenerativas
como as cardiovasculares e o cancer (ALVES et al.,2007).

Nos Estados Unidos, o National Cancer Institute organizou dados da American
Cancer Society e outras instituicoes, e divulgou uma lista com os mais comuns tipos
de cancer, inclusive os que sao diagnosticados com maior frequéncia na populagao
americana. Segundo a lista, o mais comum é o ndo-melanoma de pele com uma
expectativa de mais de milhdo de novos casos em 2008, representando cerca de
metade de todos os canceres diagnosticados no pais. A lista aponta o cancer de
tiredide como o de menor incidéncia, com um numero estimado de 37,4 novos casos
no ano de 2008 (Tabela 1, p.8).
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Tabela 1. Estimativa do niumero de novos casos e mortes para cada tipo comum de
cancer nos EUA (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2008).

Tipos de Cancer

Estimativas de Novos
Casos

Mortes Estimadas

Bexiga 68.810 14.100
Mama (masc. E fem.) 182.460-1.990 40.480 — 450
Colon e reto combinados) 148.810 49.960
Endometrial 40.100 7.470
Rins 46.232 11.059
Leucemia (todas) 44.270 21.710
Pulmao (Incluindo Brénquios) | 215.020 161.840
Melanoma 62.480 8.420
Linfoma N&o-Hodgkin 66.120 19.160
Pancreas 37.680 34.290
Prostata 186.320 28.660
Pele (Nao-melanoma) >1.000.000 <1.000
Tireoide 37.340 1.590

No Brasil, o Instituto Nacional do Céancer (INCA) publicou uma sintese das

estimativas de incidéncia de cancer, em homens e mulheres, para o ano de 2008 no

pais (Tabelas 2 e 3, p. 9). Segundo este resumo, o0 cancer de mama ocupa o primeiro

lugar em incidéncia em todas as regides do Brasil com excegéo da regido norte, onde

€ 0 segundo tumor mais incidente (16/100.000), ficando o cancer de colo do utero em

primeiro lugar.
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Tabela 2. Estimativa para o ano de 2008 das taxas brutas de incidéncia por 100.000
de numero de casos novos por cancer, em homens, segundo localizag&o primaria.

Estimativa de Novos Casos em homens

Localizagcéo Priméria Estado Capital

Neoplasia maligna Casos Taxa Bruta | Casos Taxa Bruta
Prostata 49.530 52,43 13.990 67,81
Traquéia, Brénquios e | 17.810 18,86 5.150 24,91
Pulmao

Estbmago 14.080 14,92 3.590 17,42
Célon e Reto 12.490 13,23 4.360 20,99
Cavidade Oral 10.380 11,00 3.000 14,45
Eséfago 7.900 8,35 1.640 7,84
Leucemias 5.220 5,52 1.460 7,06
Pele Melanoma 2.950 3,09 830 3,80
Outras Localizagoes 55.610 58,87 17.010 82,32
Subtotal 175.970 186,29 51.030 246,97
Pele Nao Melanoma 55.890 59,16 13.230 64,02
Todas as Neoplasias 231.860 245,47 64.260 310,93

*Numeros arredondados para 10 ou multiplos de 10.

Tabela 3. Estimativa para o ano de 2008 das taxas brutas de incidéncia por 100.000 de
numero de casos nhovos por cancer, em mulheres, segundo localizag&o primaria.

Estimativa de Novos Casos em mulheres

Localizagdo Priméria Estado Capital

Neoplasia maligna Casos Taxa Bruta Casos Taxa Bruta
Mama Feminina 49.400 50,71 17.400 76,04
Colo de Utero 18.680 19,18 5.620 24,49
Célon e Reto 14.500 14,88 5.450 23,80
Traquéia, Bronquio e Pulmao 9.460 9,72 3.070 13,49
Estdbmago 7.720 7,93 2.380 10,30
Leucemias 4.320 4,44 1.340 5,89
Cavidade Oral 3.780 3,88 1.140 4,83
Pele, Melanoma 2.970 3,03 930 3,69
Es6fago 2.650 2,72 620 2,30
Outras localizagcbes 62.270 63,93 22.530 98,39
Subtotal 175.750 180,43 60.480 264,11
Pele Nao Melanomas 59.120 60,70 14.140 61,73
Todas as Neoplasias 234.870 241,09 74.620 325,77

*Numeros arredondados para 10 ou multiplos de 10.

Faz parte da sintese divulgada pelo INCA, a estimativa de novos casos para o

ano de 2008 no Estado de Alagoas — Brasil para homens e mulheres (Tabelas 4 e 5,

p. 10).
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Tabela 4. Estimativas, para o ano 2008, das taxas brutas de incidéncia por 100 mil e
de numero de casos novos por cancer, em homens em Alagoas, segundo localizagao

primaria.*
Estimativa de Novos Casos
Localizacdo Priméria Estado Capital
Neoplasia maligna Casos Taxa Casos Taxa Bruta

Bruta

Prostata 370 24,51 170 42,15
Traquéia, Bronquios e Pulméo 90 5,99 50 11,47
Estbmago 70 4,92 30 8,51
Célon e Reto 30 2,25 ** 2,89
Cavidade Oral 70 4,65 30 6,67
Esbfago 40 2,40 20 4,42
Leucemias 60 4,06 20 5,07
Pele Melanoma ** 0,70 ** 1,43
Outras Localizagoes 410 26,91 230 55,27
Subtotal 1.150 75,47 570 136,98
Pele Nao Melanoma 360 23,88 160 38,28
Todas as Neoplasias 1.510 99,42 730 174,45

*Numeros arredondados para 10 ou multiplos de 10.

Tabela 5. Estimativas, para o ano 2008, das taxas brutas de incidéncia por 100 mil e
numero de casos novos por cancer em Alagoas, em mulheres, segundo localizagéo

primaria.”

Estimativa de Novos Casos em mulheres

Localizacdo Priméaria Estado Capital

Neoplasia maligna Casos Taxa Bruta Casos Taxa Bruta
Mama Feminina 330 20,50 160 35,55
Colo de Utero 270 16,68 110 24,02
Colon e Reto 60 3,77 40 7,67
Traquéia, Brobnquio e Pulmao 80 4,96 50 10,26
Estbmago 50 3,3 30 5,56
Leucemias 50 2,90 20 4,20
Cavidade Oral 40 2,72 20 3,77
Pele, Melanoma ** 0,97 o 0,70
Esbfago ** 0,90 ** 1,32
Outras localizagdes 480 30,09 350 75,20
Subtotal 1.380 86,50 800 171,88
Pele Nao Melanomas 630 39,71 210 43,99
Todas as Neoplasias 2.010 125,59 1.010 217,65

*Numeros arredondados para 10 ou multiplos de 10.

Comparando os dados das tabelas dos EUA e Brasil, observa-se que a
incidéncia por tipo de cancer é diferente, quando no Brasil, o cancer de mama ocupa
o 1° lugar e, nos Estados Unidos, o 4° lugar. Segundo Ravdin (2007), a incidéncia do
cancer de mama nos EUA caiu 8,6% a partir da metade de 2002, o que pode ser fruto
de uma diminuigdo do uso de terapia de reposi¢gdo hormonal em todo o pais a partir
daquela data.

Entre os fatores de risco conhecidos, o envelhecimento da populagao,

antecipacdo da menarca, diminuicdo no numero de gestagdes e no tempo de
BARBOSA, C.V.,, 2009
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amamentacao, uso de anticoncepcionais e de terapia de reposigdo hormonal,
aumento do sedentarismo e da obesidade, mudanga de habitos alimentares e maior
consumo de alcool pelas mulheres parecem ser os responsaveis pelo aumento da
incidéncia dessa morbidade (PASCALICCHIO et al.,, 2001) no Brasil e em outros

paises.

2 — Terapias Antineoplasicas

O primeiro quimioterapico antineoplasico ou antiblastico foi o gas de mostarda
que foi utilizado como arma quimica nas duas Guerras Mundiais. Soldados expostos a
esse gas desenvolveram hipoplasia medular e linféide, a partir desta constatagéo,
iniciou-se seu uso no tratamento de linfomas malignos (MINISTERIO DA SAUDE,
1993).

Os farmacos utilizados no tratamento dos diversos tipos de cancer atingem
tanto as células neoplasicas como as nao afetadas pelo cancer, sé que devido as
diferencas de processos metabdlicos dessas populagdes celulares, estes farmacos
causam maior dano as células malignas (MURAD & KATZ, 1996; SALMONM, 1998).

O Acido desoxirribonucléico (DNA) age modelando a producédo de Acido
ribonucleico (RNA) transportador, RNA ribossémico e RNA mensageiro determinando
assim, qual a enzima que sera sintetizada pela célula de acordo com as necessidades
de proliferacao desta célula.

A proliferagcdo ou replicacdo celular da-se em fases ou ciclos metabdlicos
representados na Figura 1 (p. 12) (ALMEIDA et al., 2005), a saber:

- Fase Gy ndo ha replicacao celular, pois certas células recebem sinais externos que
as estimulam a se retirar do ciclo celular (INFANTE, 2008);

- Fase G; inicia-se a preparacao para a replicagcdo, com elaboragcao de substancias
necessarias a nova célula;

- Fase S quando se da a sintese de DNA e atuam os elementos ativadores de
multiplicagao celular como os fatores de crescimento e produtos de oncogenes. Por
outro lado, também atuam os inibidores como genes supressores tumorais,
interleucinas e a apoptose ou morte programada da célula (SALMONM, 1998; ZHOU
& ELLEDGE, 2000).

- Fase G, onde ocorre a sintese de componentes para a mitose;

BARBOSA, C.V., 2009
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- Fase M ¢ a ultima etapa do ciclo de replicacdo celular, onde ocorre a divisdo do
material nuclear e separacdo da célula méae e duas células filhas (ALMEIDA et al.,
2005).

amw (G

G

Frpais DA 5 Wlir gl i PS4

Figura 1. Ciclo de replicagao celular esquematico para célula em mitose.

A partir desse conhecimento, Bruce e cols. (1969), classificaram os

quimioterapicos conforme sua atuacao no ciclo celular em:

 Ciclo-inespecificos - Aqueles que atuam nas células que estdo ou nao no ciclo

proliferativo, como, por exemplo, a mostarda nitrogenada.

» Ciclo-especificos - Os quimioterapicos que atuam somente nas células que se

encontram em proliferagdo, como é o caso da ciclofosfamida.

» Fase-especificos - Aqueles que atuam em determinadas fases do ciclo celular,
como, por exemplo, o metotrexato (fase S), o etoposideo (fase G2) e a vincristina
(fase M).

A quimioterapia pode ser utilizada em combinacdo com a cirurgia e a
radioterapia (AZEVEDO, 1989; MURAD & KATZ, 1996; CASEIRO et al., 1997,

BONASSA, 1998) e, de acordo com a finalidade, pode ser classificada em:
e Curativa - quando é usada com o objetivo de se conseguir o controle completo do

tumor, como nos casos de doenga de Hodgkin, leucemias agudas, carcinomas de

testiculo, coriocarcinoma gestacional e outros tumores.
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* Adjuvante - quando se segue a cirurgia curativa, tendo o objetivo de esterilizar
células residuais locais ou circulantes, diminuindo a incidéncia de metastases a
distancia. Exemplo: quimioterapia adjuvante aplicada em caso de céncer de mama

operado em estadio Il.

* Neoadjuvante ou prévia - quando indicada para se obter a reducédo parcial do
tumor, visando permitir uma complementacdo terapéutica com a cirurgia e/ou
radioterapia. Exemplo: quimioterapia pré-operatéria aplicada em caso de sarcomas de

partes moles e ésseos.

« Paliativa - ndo tem finalidade curativa. Usada com a finalidade de melhorar a
qualidade da sobrevida do paciente. E o caso da quimioterapia indicada para
carcinoma indiferenciado de células pequenas do pulmé&o.

2.1 - Tipos de quimioterapias

A quimioterapia pode ser feita com a utilizagédo de um ou mais quimioterapicos
(MINISTERIO DA SAUDE, 1993), dividindo-se por isso em:

2.1.1 — Monoquimioterapia

Possui acdo muito limitada produzindo respostas ineficazes na maioria dos

tumores. E de uso bastante restrito nos dias de hoje.
2.1.2 — Poliquimioterapia

Devido ao sinergismo dos diversos farmacos utilizados conjuntamente, tem-se
mostrado eficaz, atingindo diversas populagbes celulares em varias fases

proliferativas, além de atingir o objetivo de diminuir o desenvolvimento de resisténcia

as drogas e promover maior resposta por dose administrada.
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2.1.3 - Principais farmacos utilizados no tratamento do cancer

Segundo dados do Ministério da Saude (2008), os principais farmacos

utilizados no tratamento do cancer dividem-se em:

2.1.3.1 — Alquilantes

Sao compostos capazes de substituir em outra molécula um &atomo de
hidrogénio por um grupamento alquil. Os alquilantes afetam as células em todas as
fases de modo inespecifico. Apesar de, isoladamente, apresentar boa atividade
terapéutica, raramente produzem efeito clinico étimo sem a combinagdo com outros

agentes fase-especificos do ciclo celular.

2.1.3.2 — Antimetabdlitos

Afetam as células inibindo a biossintese dos componentes essenciais do DNA

e do RNA, assim, impedem a multiplicacdo e a funcdo normal das células.

2.1.3.3 — Antibi6ticos

Nao atuam especificamente sobre uma determinada fase do ciclo celular, mas
possuem anéis insaturados que permitem a incorporagao de excesso de elétrons e a
consequente produgdo de radicais livres reativos. Além destes, os antibidticos
apresentam outros mecanismos como alquilagdo, inibicdo enzimatica ou inibicao da

funcdo do DNA por intercalacao.
2.1.3.4 — Inibidores mitéticos

Paralisam a mitose na metafase, devido a sua acao sobre a proteina tubulina,
responsavel pela formagao dos microtubulos que constituem o fuso espiralar, por

onde migram os cromossomos. Impedindo os cromossomos de migrar, durante a

metafase, promovem a interrupcao da divisao celular.
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2.2 — Agentes antineoplésicos oriundos de plantas medicinais

Nos ultimos vinte anos o interesse da industria farmacéutica voltou-se para os
produtos naturais, principalmente a partir da introdugao na terapéutica, da vimblastina
e da vincristina (extraidas de Catharrantus roseus), o etoposideo, o teniposideo e o
Taxol® (VIEGAS JR. et al., 2006).

O Taxol®, isolado das cascas de Taxus brevifolia, mostrou-se pouco viavel &
inclusdo no processo industrial e na clinica médica, devido a sua complexidade
estrutural e a escassez de sua fonte natural. Hoje, o Taxol® disponivel no mercado
farmacéutico é originario da semi-sintese via N-acil-B-lactamas (CORREA, 1995).

Produtos naturais ciclo-especificos sdo agentes antineoplasicos eficientes e
que originalmente n&o sdo compostos sintéticos. Dentre estes, temos (Figura 2, p.16):
Alcaléides da vinca (vimblastina (1) e vincristina (2)) classificados como inibidores
mitéticos pois interrompem a divisdo celular na metafase (OLIVEIRA & ALVES,
2002). Derivados semi-sintéticos da podofilotoxina — Etoposideo (VP - 16) (3) e
Teniposideo (VM — 26) (4) ao ligar-se ao complexo DNA-Topoisomerase Il, induzem
quebras da fita dupla de DNA, impedem o seu reparo pela ligagdo com a
topoisomerase |l e interrompem o ciclo celular nas fases S e G2 (ALMEIDA et al.,
2005).

Ester alcaldide derivado do teixo oriental (Taxus brevifolia) — Taxol® atua
promovendo a polimerizagao das tubulinas em microtubulos que sdo extremamente
estaveis e disfuncionais. Desse modo, ha um deslocamento no equilibrio dindamico
entre a formagao dos microtubulos e a sua dissociagao em tubulinas, comprometendo
as fases, M e G2 da mitose, bloqueando a divisdo celular e provocando a morte das

células tumorais.
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Figura 2. (1) Vincristina, (2) Vimblastina, (3) Etoposideo, (4) Teniposideo,

(5) Paclitaxel.
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CAPITULO Il

PARTE Il - ASPECTOS QUIMICOS E FARMACOLOGICOS DAS ESPECIES
ESTUDADAS
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Diante dos dados obtidos com relagdo as plantas mais utilizadas pela
populacao, foram selecionadas as oito plantas de maior freqiiéncia de citagao ou que
possuissem relatos de toxicidade na literatura. A seguir, estdo descritos os aspectos
quimicos e farmacolégicos das espécies estudadas neste trabalho. Os aspectos

botanicos das espécies analisadas neste estudo se encontram em forma de Anexo.

1 - Aloe vera (L.) Burm.f. (Liliaceae)

Aspectos quimicos

O conteudo de suas folhas pode ser separado em gel e latex. A fase gel
contém glucomanan, acemanan, magnésio, glucose, acido linolénico, saponinas,
esterodis, calcio e colesterol. O latex contém heterosideos antraquinbénicos como a
aloina, emodina e barbaloina (TYLER, 1994). Aloe vera (babosa) tem alta
concentragao de vitaminas A, C e E (ATHERTON, 1998); zinco (SHELTON, 1991) e

aminodacidos que sao responsaveis por seu uso em varias condigbes patoldgicas.

Aspectos farmacoldgicos

A Aloe vera L. tem acao cicatrizante, antibacteriana, antifungica e antivirética
pela presencga das antraquinonas como aloenina, barbaloina e isobarbaloina em sua
composicao quimica (KUZUYA et al., 2001; STEINERT et al., 1996). Tanaka e cols.
(2006) isolaram 5 fitoesterdis de Aloe vera gel (lofenol, 24-metil-lofenol, 24-etil-lofenaol,
cicloartanol, e 24-metileno-cicloartanol) que apresentaram atividade anti-
hiperglicemiante sobre diabetes tipo 2 em camundongos.

O acemanan, maior fragao de carboidratos de Aloe vera gel, € conhecido pelas
suas atividades como antiviral e antitumoral através da estimulagdo da resposta
imune (LEE et al., 2001) e tem sido usado em tratamento topico de mucosas,
queimaduras e irritacbes da pele e seu suco € comumente usado como cicatrizante
de feridas (CHITHRA et al., 1998).

Tais propriedades parecem justificar seu uso popular, mas devido a sua agao
nefrotoxica em doses altas, ndo deve ser usada como lambedor, pois nessa
preparacao o teor de seu principio predominante € aumentado e pode causar severa

crise de nefrite aguda (MATOS, 2000). Tendo grande capacidade de regenerar
BARBOSA, C.V.,, 2009
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tecidos lesados, o gel que a planta contém, onde estido presentes alguns tipos de
glicoproteinas e polissacarideos, pode ser usado seguramente sobre a pele na forma
de emplastro (REYNOLDS & DWECK, 1999; MORAIS et al., 2005).

Figura 3. Folhas de Aloe vera (L.) Burm. f.
Foto: Ciria Vieira Barbosa

2 - Annona muricata L. (Annonaceae)

Aspectos quimicos

Desde o isolamento da primeira acetogenina em 1982, o género Annona tem
se mostrado como o que mais contribui em numero de acetogeninas isoladas, com
536 acetogeninas em 20 espécies estudadas. Um levantamento realizado no
NAPRALERT em 2005 mostra que das folhas de A. muricata (graviola), foram
isoladas 35 acetogeninas, das cascas do caule (04), do pericarpo (02), da raiz (24) e

das sementes (74).

Aspectos farmacoldgicos

O extrato bruto em acetato de etila de A. muricata mostrou maior atividade que
o farmaco antimonial pentavalente Glucantime® contra formas promastigotas de
Leishmania (JARAMILLO et al., 2000). Outras atividades do extrato bruto de A.
muricata, como potencial anti-herpético sobre o herpes simples virus -1 (HSV-1)
(PADMA et al., 1998) e atividade antifungica (DAMICO et al., 2003) tém sido
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reportadas na literatura além de atividade antitumoral (WU et al., 1995; CAVE et al.,
1997; KIM et al., 1998). 0

Figura 4. Partes aéreas de Annona

muricata L.
Foto: Ciria Vieira Barbosa

3 - Cnidoscolus urens (L.) Arthur (Euphorbiaceae)
Aspectos quimicos

Os estudos feitos no Brasil, México, Venezuela e Nicaragua sobre os
constituintes quimicos de Cnidoscolus urens (urtiga branca) relatam a existéncia de di
e triterpenos, e alcaldides nas diversas partes desta planta (OLIVEIRA et al., 1959,
DOMINGUEZ et al.,, 1992, VILLALOBOS et al., 1974, COE & ANDERSON, 1996,
BHATTACHARYYA & BARROS, 1986).

Aspectos farmacoldgicos

O decoto das folhas ¢é utilizado, via oral, para infeccdes e tratamento de cortes
em humanos adultos, recém-natos e gestantes e o decoto de folhas secas e raizes &
utilizado via oral, por humanos adultos, para tratamento de cortes e hemorragias
(COE & ANDERSON, 1996). Estudos relatam a atividade antitumoral de uma fragéo
flavonoidica de C. urens (GONCALVES & MACHADO, 1958).

BARBOSA, C.V,, 2009
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Figura 5. Partes aéreas de

Cnidosculus urens (L.) Arthur
Fonte: Ciria Vieira Barbosa

4 - Euphorbia tirucalli L. (Euphorbiaceae)
Aspectos quimicos

Euphorbia tirucalli (avelés) apresenta polifendis, flavondides e taninos
(MACHADO et al., 2007); apresenta uma grande quantidade de terpenos e esterdis
entre seus constituintes e as seguintes substancias foram isoladas: alcool eufol, a-
euforbol (MACDONALD & WARREN, 1944), taraxterol e tirucalol (COSTA, 2002;
ALMEIDA, 1993). OS principais constituintes do latex dos ramos de E. tirucalli séo
agua (53,8-79,9%), tigliane (ésteres de forbol) e ingenane (ésteres de ingenol). O
latex fresco contém alcool terpénico, taraxsterol e tirucalol (CATALUNA & TAXA,
1999; PASSILONGO-SILVA et al., 2007).

Aspectos farmacoldgicos

O latex de E. tirucalli apresenta atividades farmacoldgicas como antibacteriano
(LIRIO et al., 1998), anti-herpético (BETANCUR-GALVIS et al., 2002) e anti-
mutagénico (REZENDE et al., 2004). Relata-se atividade co-carcinogénica
(GSCWHENOT e HECKER, 1969) e anticarcinogénica (HECKER, 1968) e ¢é utilizado
na medicina popular, como coadjuvante no tratamento de tumores cancerosos e pré-
cancerosos (LYMANN et al., 1988). No nordeste do Brasil, o latex de E. tirucalli &
usado popularmente contra sifilis, como antimicrobiano, laxante, contra parasitas
intestinais, no tratamento de asma, tosse, reumatismo, verrugas, cancer
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(PASSILONGO SILVA et al, 2007); epitelioma, sarcoma e tumores de pele
(CORREA, 1995; BETANCUR-GALVIS et al., 2002).

Figura 6. Partes aéreas de
Euphorbia tirucalli L.

Foto: Ciria Vieira Barbosa

5 - Hyptis pectinata (L.) Poit (Lamiaceae)
Aspectos quimicos

O Odleo essencial de Hyptis pectinata (L.) Poit (sambacaitd) contém 33
compostos, com predominéncia de monoterpenos (95,8%). Os principais constituintes
sdo — cimeno, timol e B-terpineno, correspondendo ao todo, a 68% do total da planta
(PEREDA-MIRANDA et al., 1993).

Aspectos farmacolégicos

Na medicina tradicional, tem diversos usos: nas rinofaringites, congestao nasal
e doengas da pele, disturbios gastricos, estados febris e infecgbes bacterianas e
fungicas. Além desses usos, no Estado de Sergipe, é utilizada na dor, inflamagao e
cicatrizagdo de feridas. Seus efeitos antiedematogénico, antinociceptivo e

hepatoprotetor ja foram comprovados em estudos anteriores (BISPO et al., 2001;
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MELO et al., 2001; ALBUQUERQUE & ALMEIDA, 2002) e é provavel que a atividade
antisséptica seja atribuida ao timol (PEREDA-MIRANDA et al., 1993).

Figura 7. Partes aéreas de
Hyptis pectinata (L.) Poit
(Photo by Forest & Kim Starr.)

6 - Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville (Leguminosae- Mimosoideae)

Aspectos quimicos

A Farmacopéia Brasileira informa que a casca de S. adstringens (barbatimao)
contém cerca de 20% de taninos (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1959). Além de
taninos, a presenca de flavondides confere, a esta espécie, grande potencial
farmacolégico (SANTOS et al., 2002).

Aspectos farmacoldgicos

Stryphnodendron adstringens, Martius. Coville, é utilizado popularmente no
tratamento de diarréia, problemas ginecoldgicos e na cicatrizagdo de feridas
(SANTOS et al.,, 2002). Além disso, estudos com extrato bruto da casca desta

espécie, confirmaram suas propriedades cicatrizantes PANIZZA et al., 1988; J. NETO
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et al., 1996), antiinflamatéria (LIMA et al., 1998) e anti-ulcerogénica gastrica (AUDI et
al., 1999).

Figura 8. Partes aéreas de Stryphnodendron

adstringens, Martius. Coville
Foto: Ciria Vieira Barbosa

7 - Caesalpinia bonduc (L.) Roxb. (Fabaceae)

Aspectos quimicos

Relatam-se a presencga de triterpendides, acidos graxos, triglicérides, e esterois
isolados das sementes de C. bonduc (unha-de-gato) (ALl et al ., 1997; RASTOGI et
al., 1996).

Aspectos farmacolégicos

Preparacdes das sementes e de outras partes da planta sdo usadas para tratar
uma grande variedade de doencas (BURKILL, 1995; PARROTTA, 2001).
Triterpendides, acidos graxos, triglicérides e esterdis isolados das sementes podem
possivelmente explicar algumas destas atividades (ALl et al., 1997; RASTOGI et al.,
1996). Os extratos da semente comprovaram baixar a glicose sanguinea em animais
de laboratério (BISWAS et al.,, 1997; SHARMA et al., 1997) e suprime de maneira
eficaz ou cura infecgdes causadas por diversas espécies de vermes cilindricos
(AMARSINGHE et al., 1993; RASTOGI et al., 1996).
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Figura 9. Partes aéreas de

Caesalpinia bonduc (L.) Roxb.
Foto: Ciria Vieira Barbosa

8 - Schinus terebinthifolius Raddi (Anacardiaceae)
Aspectos quimicos

Segundo Matos (2000), embora o uso tradicional da aroeira seja muito
frequente, sdo apenas hidrocarbonetos terpénicos e acido pirogalico os constituintes

quimicos dessa espécie divulgados na literatura, além de taninos (DINIZ et al., 1997).
Aspectos farmacoldgicos

A casca do caule é utilizada popularmente no tratamento de feridas da pele e
de vulvovaginites (SANTOS et al, 1988), ha comprovacdo de sua atividade
antialérgica (CAVALHER-MACHADO, 2008). Conhecida popularmente por sua agao
antiinflamatéria, a casca da aroeira é depurativa, febrifuga, eficaz sobre as
hemoptises e o tratamento de cervicites e vaginites crénicas. Em estudo com tampdes
intravaginais impregnados de solugdo hidroalcodlica de aroeira por 24 horas,
verificou-se sua atividade antiinflamatéria, bem como bactericida contra
Staphilococcus aureus. Além dos usos ja citados, € utilizado empiricamente para
tratar tumores (ARAUJO et al., 2007)
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Figura 10. Schinus terebinthifolius Raddi

Foto: Ciria Vieira Barbosa
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1 - Material, métodos e instrumentos

1.1 — Formulario de coleta de dados

Ap6s aprovagao pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de
Alagoas do processo n° 014868/2006-31 (ANEXO 1), este estudo foi iniciado com a
aplicagdo do formulario (APENDICE 1) aos usuarios do Centro de Oncologia
(CACON) do Hospital Universitario Prof. Alberto Antunes (HUPAA) / Ufal. Este
formulario foi elaborado visando coletar dados sobre o uso de plantas medicinais ou
fitoterapicos no tratamento de cancer, quais as plantas e partes usadas, a forma de
preparo e qual o tipo de cancer do usuario (dado obtido através de consulta aos

prontuarios).

1.2 — Coleta e identificacdo do material botanico

As partes das espécies vegetais estudadas, cujo uso foi indicado pela consulta
aos usuarios do CACON, Annona muricata (folhas), Hyptis pectinata (casca do caule
e folhas), Schinus terebinthifolium (casca do caule), Stryphnodendron adstringens
(casca do caule) foram coletadas no campus Ufal / Maceid, Cnidosculus urens (raiz) e
Caesalpinia bonduc (caule) foram coletadas no municipio do Pontal da Barra em
Alagoas e, Aloe vera e Euphorbia tirucalli no campus da UFPE / Recife, nos meses
de agosto de 2007 e janeiro de 2008. A identificacdo das plantas foi realizada pela
Prof? Dr? Flavia de Barros Prado Moura do Museu de Histéria Natural da Universidade
Federal de Alagoas (Ufal), onde as exsicatas encontram-se depositadas no Herbario
Professor Hondrio Monteiro (MUFAL), sob os numeros de registro presentes na
Tabela 6.

Tabela 6 — Numeros de registro das exsicatas das espécies coletadas e depositadas
no Herbario MUFAL/Ufal.

Nome cientifico Nome popular NlUmero
Aloe vera (L.) Burm.f. Babosa 4070
Annona muricata L. Graviola 4076
Caesalpinia bonduc (L) Roxb. Unha-de-gato 4069
Cnidoscolus urens (L.) Arthur Urtiga branca 4073
Euphorbia tirucalli L. Avelds 4075
Hyptis pectinata (L.) Poit Sambacaita 4071
Schinus terebinthifolius Raddi Aroeira-de-praia 4072
Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville Barbatimao 4074
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1.3 — Material biolégico

- Ovos de Artemia salina Leach (adquiridos da Sea Word Comercial Ltda, Maceio /
AL)

- Linhagens tumorais MDA-MB435 (mama - humano), HCT-8 (célon - humano) e SF-
295 (glioblastoma - humano), cedidas pelo Instituto Nacional do Cancer (EUA).

- Tumor Sarcoma 180 proveniente do Departamento de Antibidticos da Universidade
Federal de Pernambuco.

- Camundongos machos adultos albinos Swiss (Mus musculus) com cerca de 60 dias
de nascidos, pesando entre 25 e 30 g — provenientes do Biotério do Departamento de

Antibioticos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

1.4 — Solventes, reagentes e equipamentos

Os solventes utilizados foram previamente destilados no laboratorio de destilacéao
da Unidade Académica de Quimica da Universidade Federal de Alagoas, a partir de
solventes de grau comercial da marca Herzog e os solventes de grau PA, foram
adquiridos da Sigma, Merck e VETEC.

Solventes
e FEtanol
e Metanol

e Dimetilsulféxido

e Cremophor®

Reagentes
e Cloreto de ferro Il (FeCls)
e Acido cloridrico (HCI)
e Hidroxido de sodio (NaOH)
e Magnésio (Mg)
e Cloroférmio (CHCI3)
e Sulfato de sddio anidro (Na;SOy)
¢ Anidrido acético (CH3CO),0
e Hidroxido de potassio (KOH)
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Cloreto de sodio (NaCl)
Cloreto de calcio (CaCly)
Triton X -100

Farmacos

Doxorrubicina (Zodiac)
Penicilina (Cultilab)

Estreptomicina (Cultilab)

Materiais e equipamentos

Percolador da marca Permution

Evaporadores rotatérios, da marca BUCHI (modelo RE-114V);

Mixer Wallita handy.

Lupa LP600

Microplacas de 12 e de 96 orificios de fundo chato com tampa em
poliestireno (TPP® Techno Plastic Products AG)

Cubas plasticas (12 x 8 cm)

Luminarias (Force Line Industria e Comércio Ltda)

Incubadora de células (CO2 Water-Jacket Incubator) NUAIRE TS Antoflow
Centrifuga Centimicro modelo FANEM 212

Espectrofotdmetro de placas Packard Spectra Count

Deionizador de agua Mili-Q

Fluxo laminar VECO

Frasco para cultura de células Corning (25 cm® e volume de 50 mL e 75 cm®
e volume de 250 mL)

Pipetas automaticas de 200 e 1000 pL

Microscopio optico Metrimpex Hungary / P20 — Labimex modelo Studar Lab.
Microscopio optico de inversao Nikon Diaphot

Ponteira de polietileno

Seringas descartaveis tuberculina (IBRAS-CBO)

Balanga analitica (E. METTLER)

BARBOSA, C.V., 2009



31

1.5 - Obtencao dos extratos e sucos das espécies coletadas

Os extratos e sucos das plantas descritas na tabela 7, foram preparados de
acordo com as informagdes coletadas no formulario etnofarmacolégico deste estudo.
As respectivas partes das plantas utilizadas foram secas a temperatura ambiente
(com excegao de A. muricata, Aloe vera e Euphorbia tirucalli), trituradas e submetidas
a extracao a frio em etanol a 90% em percolador. Foram realizadas trés extracdes.
Apos a evaporacgao do solvente em rotaevaporador, foi obtido o extrato bruto de cada

planta.

Tabela 7 — Preparacao dos extratos das espécies estudadas

Espécie Parte usada Peso (g) Volume de Peso do Rendimento
Etanol extrato (%)
90% (L) bruto obtido
(9)
Annona muricata Folhas 735,0 6,0 49,6 6,7
Hyptis pectinata Casca do caule
e folhas 270,0 3,5 50,0 18,5
Stryphnodendron
adstringens Casca do caule 298,0 1,5 83,0 27,8
Cnidoscolus urens raizes 62,0 1,0 3,0 4.8
Caesalpinia
bonduc caules 100,0 1,0 4.6 4.6
Schinus
terebinthifolius casca 276,0 4.5 85,9 31,1

Para Aloe vera L. e Euphorbia tirucalli L., o procedimento foi realizado como
descrito abaixo:

Os sucos de folhas frescas de Aloe vera L. e do latex do caule de Euphorbia
tirucalli L. foram obtidos, através de trituracdo da polpa da folha e do latex
respectivamente, em gral com pistilo, completado o volume com agua destilada,
adicionada de 0,1% de Cremophor® e filtrada em algodao hidréfilo; de modo a se
obter uma solugao estoque na concentragao final de 3000 ppm.

Os extratos e sucos foram posteriormente submetidos aos ensaios de
toxicidade frente ao microcrustaceo Artemia salina, ensaios in vitro com linhagens de

células tumorais e in vivo em camundongos albinos suicos.
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- Preparo das solugdes diluidas

Foram utilizados oito frascos, em cada um foram solubilizados 30 mg de uma
amostra (extrato) em 0,1% de Cremophor® e o volume foi completado para 10 mL

com agua destilada, obtendo assim, uma concentragdo de 3000 ppm.
2 - Prospeccao fitoquimica das espécies vegetais

A metodologia classica de preparagdo de extratos, utilizando-se percolagéo
com etanol, e posterior prospeccao fitoquimica para indicagdo dos constituintes
presentes, foi utilizada segundo metodologia descrita por Matos (1997). Os métodos
utilizados sao apenas qualitativos, e a presenga de um constituinte pode mascarar a
cor indicativa do outro. Para os testes de 1.7.1 a 1.7.4, tubos de ensaio numerados de
1 a 7 receberam 3 a 4 mL de cada extrato ou suco dissolvidos em etanol na

concentracéo final de 1 mg/mL.
2.1 - Teste para fendis e taninos

Nos tubos de ensaio de numero 1, foram adicionadas trés gotas de FeCls 1,0
mol/L. Agitou-se bem e observou-se qualquer variagdo de cor e/ou formacéo de
precipitado escuro abundante. O resultado foi comparado com um teste em branco,
usando-se agua e FeCls, A coloragao variando entre azul e vermelho € um indicativo
da presenca de fendis, a formacao de precipitado azul escuro indica a presenca de
taninos hidrolisaveis e de precipitado verde, de taninos condensados ou catéquicos.

A solucéo de cloreto férrico (FeCls) foi preparada adicionando-se 9,0 g deste reagente
em 50 mL de agua destilada contendo 2,0 mL de acido cloridrico 3 mol/L. Em
seguida, completou-se o volume para 100 mL com etanol em um baldo volumétrico. A
solucao de HCI 3 mol/L foi obtida através da adicdo de 33,3 mL do acido concentrado

em agua destilada suficiente para 100 mL de solugdo em um baldo volumétrico.
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2.2 — Teste para antocianinas, antocianidinas e flavondides

O tubo de numero 2 foi acidulado a pH 3 com HCI 3 mol/L e os tubos 3 e 4

foram alcalinizados a pH 8,5 e 11 respectivamente, com NaOH 1 mol/L. Qualquer

mudanca de coloragao da solugao foi interpretada como:

Cor em meio

Acido

Flavanonois

Constituintes Alcalino alcalino

pH 3 pH 8,5 pH 11
Antocianinas e antocianidinas Vermelha lilas azul-purpura
Flavonas, flavonois e xantonas - - amarela
Chalconas e auronas Vermelha - vermelho-purpura

vermelho laranja

A solugédo de NaOH 1 mol/L foi preparada dissolvendo-se 4,0 g deste reagente

em agua destilada em um volume de 100 mL de solu¢gdo em baldo volumétrico.

2.3 — Teste para leucoantocianidinas, catequinas e flavanonas

No tubo 5 adicionou-se HCI 3 mol/L acidulando até pH 1- 3 e alcalinizou-se o

tubo 6 com NaOH 1 mol/L até pH 11. Os tubos foram aquecidos cuidadosamente. As

observacdes de modificagao na coloragcao foram feitas por comparagédo com os tubos

correspondentes usados no teste anterior. A interpretacdo foi feita da seguinte forma:

Constituintes

Cor em meio

Acido

Alcalino

Leucoantocianidinas

Vermelha

Catequinas (Taninos catéquicos)

Pardo-amarelada

Flavanonas

vermelho-laranja
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2.4 — Teste para flavonois, flavanonas, flavanondis e xantonas

Nos tubos de numero 7, foram adicionados 31,5 mg de magnésio granulado e
0,5 mL de HCI concentrado. O término da reagao foi indicado pelo fim da
efervescéncia. O aparecimento ou intensificagao da cor vermelha foi indicativo da
presenca de flavondis, flavanonas, flavanondis e/ou xantonas, livres ou seus

heterosidios.

2.5 — Teste para esteroides e triterpendides

Adicionou-se 10 mL da solucio etandlica de cada extrato ou suco em béqueres
e deixou-se secar em banho-maria. Procedeu-se a extragcao do residuo seco de cada
béquer trés vezes com porgcdes de 1,0 a 2,0 mL de CHCI;, Filtrou-se a solugao
cloroférmica em um pequeno funil fechado com um chumaco de algodao, coberta com
miligramas de Na;SO4 anidro, para um tubo de ensaio bem seco. Adicionou-se 1 mL
de anidrido acético e agitou-se suavemente. Foram adicionadas cuidadosamente trés
gotas de H,SO, concentrado. Agitou-se suavemente e observou-se o rapido
desenvolvimento de cores. A coloragdo azul seguida da verde permanente € um
indicativo da presenca de esterdides livres. Coloragdo parda até vermelha indica

triterpendides pentaciclicos livres.

2.6 — Teste para saponinas

Tomaram-se o0s residuos insoluveis em cloroférmio, separados no teste
anterior, solubilizou-se em agua destilada e filtrou-se a solugdo para um tubo de
ensaio. Agitou-se fortemente o tubo com a solugido, por dois a trés minutos e
observou-se a formacao de espuma.

Uma espuma persistente e abundante (colarinho) indica a presenga de saponinas.

2.7 — Teste para alcaldides

Os extratos e sucos foram separados em tubos diferentes, solubilizados com

metanol e submetidos a cromatografia em camada delgada. Apds eluicdo, o
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cromatograma foi revelado com reagente de Dragendorff. O surgimento de manchas

de cor alaranjada sugere a presenga de alcaldides.

2.8 — Teste para antraquinonas, antronas e cumarinas

Foram marcados os pontos com os extratos-teste e sucos-teste em placas
cromatograficas que foram eluidas em cloroformio. As placas foram borrifadas com
solucao de KOH a 10% e observou-se a presenca de cores indicativas em luz UV 365
nm.

A cor vermelha indica antraquinona, a amarela indica antrona e a azul indica

cumarina.

3 — Teste de toxicidade frente a larvas de Artemia salina (BST) (MEYER et al.,
1982).

(Artemia salina € um micro crustaceo conhecido popularmente como camarao
de agua salgada (Figura 11 A, p. 36) (MEYER et al.,, 1982; MCLAUGHLIN, 1991;
SOLIS et al.,, 1992; GUERRA, 2001)) utilizado como indicador de toxicidade de
substancias quimicas, pesticidas, poluentes e outros (LOPES et al., 2002). A analise é
feita através do calculo da Concentragado Letal Média (CLso), ou seja, a concentragao
que promove a morte da metade de uma populagéo estudada (DOLABELA, 1987).
Este teste € bastante utilizado devido ao seu baixo custo, ter boa reprodutibilidade,
ser uma técnica ndo asséptica, de facil execucdo e por fornecer resultados
rapidamente (SIQUEIRA et al., 2001).

O grau de toxicidade dos extratos estudados foi determinado segundo Déciga-
Campos e cols. (2007) que consideram atoxicos extratos que possuem CLso = 1000
pMg/mL, baixa toxicidade se a CLsp = 500 e < 1000 pg/mL e altamente téxico quando a
CLs0< 500 pg/mL.

Na realizagao deste teste, foi utilizada agua do mar, obtida semanalmente e
fitrada em algodao hidrofilo, para a eclosdao dos ovos de Artemia salina e para o
preparo do controle e das diluigdes dos extratos e sucos. Ovos de A. salina foram
postos para eclodir em cubas contendo agua do mar, por 48 horas, com aeragéo

constante e expostos a luz artificial indireta.
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As solugdes obtidas com os extratos e as solugbes estoque de A. vera e E.
tirucalli, foram diluidas em quatro diferentes concentracdes e distribuidas em triplicata
em placa acrilica de 12 pogos. Em seguida, 10 larvas de A. salina foram adicionadas
a cada pogo e ao controle (Figura 11 B, p. 36). O controle negativo consistiu em agua

do mar contendo 0,1% de Cremophor®.

'y
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Figura 11. Foto ilustrativa de larva de Artemia salina (A) e de
placa contendo as diluicdes das amostras e controle (B)

As placas foram mantidas sob iluminagdo e, as larvas sobreviventes foram
contadas apos 24 horas com auxilio de uma lupa. As percentagens de mortos a cada
dose e controle foram determinadas. O célculo da CLs, foi feito utilizando o método
Probitos de andlise (FINNEY, 1974).

4 — Citotoxicidade in vitro

Essa andlise faz parte de uma triagem inicial para determinagéo do potencial
antitumoral, in vitro, de extratos em trés linhagens tumorais humanas (HL-60, HCT-8 e
MDAMB-435) ja que foi constatado que estas trés linhagens s&o capazes de detectar
mais de 95% dos compostos ativos nas 60 linhagens utilizadas na triagem
desenvolvida pelo Instituto Nacional do Céncer dos Estados Unidos (CRAGG &
NEWMAN, 2000; MILITAO, 2005).

4.1 — Amostras

As amostras foram diluidas em DMSO puro estéril. Extratos e fragdes foram

testados na concentracao final de 50 pg/mL.
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4.2 — Material

Células: As linhagens tumorais utilizadas, MDA-MB435 (mama - humano),
HCT-8 (colon - humano) e SF-295 (glioblastoma - humano), foram cedidas pelo
Instituto Nacional do Cancer (EUA), sendo cultivadas em meio RPMI 1640,
suplementados com 10% de soro fetal bovino, 1% de glutamina, 1% de antibidticos,
1% de bicarbonato de sédio (0,75%) e 25 mM de HEPES, mantidas em estufa a 37 °C

e atmosfera contendo 5% de CO..
4.3 — Método

Andlise de citotoxicidade pelo método do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil
tetrazolium - MTT (GERAN et al., 1972; MOSMANN, 1983 modificado por ALLEY et
al., 1988) vem sendo utilizada no programa de triagem do National Cancer Institute
dos Estados Unidos (NCI), que testa mais de 10.000 amostras a cada ano (SKEHAN
et al., 1990). E um método rapido, sensivel e barato que visa analisar a viabilidade e o
estado metabodlico da célula. Consiste de uma analise colorimétrica baseada na
conversao do MTT em azul de formazan, a partir de enzimas mitocondriais presentes
somente nas células metabolicamente ativas, que permite dessa maneira, quantificar
a porcentagem de células vivas. Sdo considerados citotdxicos extratos com
concentragdo maior que 30 pg/mL (VIEIRA, 2007).

O estudo citotoxico pelo método do MTT permite definir faciimente a
citotoxicidade, mas ndao o mecanismo de agcédo (BERRIDGE et al., 1996).

As células foram plaqueadas na concentragdo de 0,1 x 10° células/mL para as
linhagens MDA/MB-435 e SF-295 e 0,7 x 10° cel/mL para a linhagem HCT-8. Em
seguida, foram adicionadas as amostras na concentragdo final de 50 pg/mL. As
placas foram incubadas por 72 horas em estufa a 5% de CO, a 37°C. Ao término
deste, as mesmas foram centrifugadas e o sobrenadante, removido. Em seguida,
adicionados 150 uL da solugdo de MTT (sal de tetrazolium), e as placas foram
incubadas por 3h. A absorbancia foi lida apos dissolu¢gado do precipitado com 150 uL
de DMSO puro em espectrofotdbmetro de placa a 595 nm (Figura 12, p. 38). Os
experimentos foram analisados segundo a média + desvio padrao da média (DPM) da

porcentagem de inibigdo do crescimento celular usando o programa GraphPad Prism.
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MTT
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Figura 12. Ensaio de citotoxicidade pelo método MTT

4.4 — Avaliacdo da atividade hemolitica em eritrécitos de camundongos Mus

musculus Swiss

Esta metodologia, segundo descrita por Costa-Lotufo e cols. (2002); Dresch e
cols. (2005), permite avaliar o potencial das substancias teste em causar lesdes na

membrana plasmatica da célula, seja pela formagao de poros ou pela ruptura total.

4.4.1 — Material

Eritrocitos de Camundongos: Obtidos através do plexo orbital apds anestesia
dos animais.

Amostras: as amostras foram diluidas em DMSO na concentragao estoque de
2000 mg/mL e plaqueadas em placa de 96 pogos, onde foi montada uma curva de

concentragdo com as substancias nas concentragdes de 7,8 a 1000 pg/mL.

4.4.2 — Método

Coletou-se o0 sangue de trés camundongos através do plexo orbital, que em
seguida foi diluido em 30 volumes de solugéo salina (NaCl 0,85% + CaCl; 10 mM). Os
eritrocitos foram lavados duas vezes em solugdo salina por centrifugagédo (1500
rom/3min) para redugdo da contaminacédo plasmatica e ressuspensos em solugéo

salina para obtencdo de uma suspensao de eritrocitos (SE) a 2%. Os ensaios foram
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realizados em multiplacas com 96 cavidades. Cada pogo da 12 fileira recebeu 100 uL
da solugdo salina. Na 22, os pogos receberam 50 uL da solugédo salina e 50 ulL do
veiculo de diluigdo das substancias teste, neste caso, DMSO a 10%. Aos pogos da 32
fileira, foram adicionados 100 uL de solugéo salina e 100 uL das substancias teste em
solugédo. Da 4?2 fileira em diante os pogos receberam 100 uL da solugdo salina,
excetuando-se os da ultima fileira, que receberam 80uL de solugdo salina e 20uL de
Triton X — 100 1% (controle positivo). As diluigbes foram feitas da 3% a 112 cavidade,
retirando-se 100 uL da solugéo da cavidade anterior e transferindo para a seguinte de
modo que as concentragdes fossem sempre diluidas pela metade, variando de 3,9 a
200 pg/mL. Em seguida, 100 uL da suspensao de eritrocitos foram plagueados em
todos os pogos. Apds incubacdo de 1 h, sob agitagdo constante a temperatura
ambiente (26 = 2°C), as amostras foram centrifugadas (5000rpm/3 min.) e o
sobrenadante transferido para uma outra placa para a leitura da absorbancia no
espectofotdbmetro de placas a 540 nm. A atividade dos extratos foi determinada de
maneira relativa ao valor dos controles positivo e negativo. Os dados sdo analisados a
partir da média e do erro padrdao da média de n experimentos. Para verificagao da
ocorréncia de diferencgas significativas entre os diferentes grupos, os dados foram
comparados por analise de variancia (ANOVA) seguida de Student Newman Keuls,

com nivel de significancia de 5% (p<0,05).

4.5 — Atividade citotoxica em linhagens de células tumorais

As linhagens tumorais foram cedidas pelo Instituto Nacional do Céncer dos
Estados Unidos (NCI), sendo HL-60 (leucemia), HCT-8 (carcinoma de célon), SF-295
(sistema nervoso central) e MDA-MB-435 (mama), tendo sido cultivadas em meio
RPMI 1640, suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibidtico, e
mantidas em estufa a 37°C, contendo CO, As células em suspensdo ou
monocamadas foram distribuidas em multiplacas de 96 cavidades numa densidade de
0,3 x 10° células/mL, para células suspensas, 0,7 x 10° células/mL para as aderidas.
As substancias teste foram diluidas e plaqueadas juntamente com as células, e
incubadas por um periodo de 72 h. Quatro horas do fim do periodo de incubacgéo
adicionou-se 10 pyL de Alamar Blue (0, 312 mg/mL) a cada pogo. No fim das 72 h as
placas foram lidas em espectrofotdometro de placa, nas absorbancias de 570 nm e 595
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nm. Posteriormente, as leituras foram convertidas de acordo com a percentagem de
Alamar blue reduzido, e assim a Clsg foi calculada. Os valores de Clsqg com intervalo de
confianga de 95% foram obtidos por regressdo n&o linear usando o programa

Graphpad.

4.6 — ENSAIO DO ALAMAR BLUE

4.6.1 - Principio do método

A técnica do Alamar blue (resazurina, Sigma-Aldrich Co) faz uso de um
indicador de Oxi-reducdo (redox), o Alamar Blue ou resazurina (azul e n&o
fluorescente) que é reduzido por células viaveis a resorufina (réseo e altamente
fluorescente) (ZHI-JUN et al., 1997). No ensaio do Alamar blue (figura 13, p. 41) é
quantificado apenas a reducdo da resazurina a resorufina. O Alamar blue é um
indicador sensivel da fungdo mitocondrial (SPRINGER et al., 1998). A cada pogo é
adicionado 10 pyL de Alamar Blue (0,312 mg/mL). A absorbancia € determinada nos
comprimentos de onda de 570 nm (estado oxidado) e 595 nm (estado reduzido),
utilizando um leitor multiplaca (DTX 880 Multimode Detector, Beckman Coulter). A
percentagem de Alamar blue reduzido é calculada segundo a formula: % reduzido =
ALw — (Anw X Ro) x 100, onde: A_w = representa a leitura do estado oxidado

Anw = representa a leitura do estado reduzido

Ro = representa a divisao AOLyw /AOuw.

AO.w = representa a absorbancia do meio sozinho subtraido da absorbancia
do meio com Alamar blue em baixo comprimento de onda.

AOuw= representa a absorbancia do meio sozinho subtraido da absorbancia do

meio com Alamar blue em alto comprimento de onda.
Amostras:

Os extratos foram solubilizados em DMSO estéril na concentracdo estoque de

10 mg/mL, e testados em diluicao seriada (0,78 — 50 pg/mL).
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Figura 13. Ensaio de Alamar Blue

4.7 — Atividade citotéxica em Células Mononucleares do Sangue Periférico
(PBMC)

Com intuito de investigar a sensibilidade da proliferacdo e citotoxicidade em
células normais, as amostras foram testadas em células mononucleares do sangue
periférico (PBMC) durante 72h de exposi¢ao. Sangue heparinizado foi coletado de
voluntarios sadios (com idade entre 18 e 25 anos, boa saude e que ndo estavam
usando medicamentos) e o PBMC isolado segundo gradiente de centrifugacdo de
Ficoll-Hypaque. Apds o isolamento, o PBMC foi ressuspenso em meio RPMI 1640
suplementado com 20% de soro fetal bovino, 100 U/mL, 100 ug/mL de estreptomicina
e 4% de fitohemaglutinina (Figura 14). As células foram plaqueadas na concentragéo
de 0,3x10° células/ml. Apos 24h de incubagao, adicionou-se a substancia teste a cada
poco. Doxorrubicina foi utilizada como controle positivo. Vinte e quatro horas antes do
fim do periodo de incubagédo de 72 h, 10 pyL de solugédo estoque (0,312 mg/mL) de

Alamar blue foram adicionados a cada pogo (Figura 14, p. 42).
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Figura 14. Esquema de atividade citotoxica em PBMC
5 - Ensaio de atividade antitumoral in vivo

A atividade antitumoral dos extratos das oito espécies, no sarcoma 180 foi observada
em camundongo albino suigo jovem, com faixa etaria de 60 dias, pesando 25-30 g,
separados em grupos de 6 animais por gaiola. Os testes foram feitos observando o
efeito no crescimento do tumor na forma de ascite de uma dose de 0,20 mL (cerca de
3 x 10° células) implantadas subcutaneamente na axila direita (Figura 15. p. 43)
(NISHIKAWA et al., 1974). Apds 24 h da implantagdo do tumor, a quimioterapia foi
iniciada com o extrato dissolvido em agua destilada estérili e injetada
intraperitonialmente em doses diarias de 100 mg/Kg, durante 7 dias. O grupo controle
foi tratado com solugdo salina, aplicada pela mesma via de administragdo do grupo
tratado, pelo periodo de 7 dias. A dose estipulada para os sucos de A. vera e E.
tirucalli, bem como para os extratos de C. urens, S. adstringens, C. bonduc e H.
pectinata foi de 100 mg/Kg obtida a partir de testes de efeitos gerais como etapa
inicial do protocolo experimental. As doses estipuladas dos extratos de A. muricata e
S. terebinthifolius, foram de 30 mg/Kg e 2,5 mg/Kg respectivamente, devido a
toxicidade verificada em testes de efeitos gerais. Os experimentos foram realizados
com grupos de seis animais para cada amostra testada. Os camundongos foram
alimentados com dieta padréo e agua. Depois de 8 dias, os animais-controle (Figura
16, p. 43) e os tratados foram mortos e os tumores dissecados e pesados; também
foram dissecados figado, bacgo e rins e fixados para analise histopatoldgica. O raio de
inibicdo do crescimento tumoral foi calculado usando a formula:
TW% =[(C-T)/C] x 100

onde C é a média dos pesos dos tumores do grupo controle ndo tratado e T
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corresponde a media dos pesos dos tumores do grupo tratado, conforme
procedimento adotado para screening de drogas no protocolo de novas substancias
do Instituto Nacional do Cancer - NCI (NISHIKAWA et al., 1974; MACHON et
al.,1981). A relagéo T/C deve ser considerada como atividade significativa da droga,
correspondendo a uma inibicdo de 58% (GERAN et al., 1972). Para a analise
estatistica, considerou-se o delineamento experimental inteiramente ao acaso, com
oito tratamentos e diferentes numeros de repeti¢cdes por tratamentos (quatro a seis).
Fez-se a analise de variancia, com a aplicacdo do teste F para verificar se as
amostras tinham iguais médias de % de inibicdo. Nas comparagdes das médias duas

a duas, aplicou-se o procedimento de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

Figura 15 — implantagéo s.c. Figura 16 — Tumor axilar em
de Sarcoma 180 camundongo animal-controle (8 dias apés
albino suico implantagao)
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1. COLETA DE DADOS ETNOFARMACOLOGICOS NO CACON / HUPAA / UFAL
Tabela 8 - Plantas usadas pelos portadores de cancer do CACON / HUPAA (n = 43)

Planta/Fitoterapico | N° de | Parte utilizada Forma de uso Posologia
citacbes
Barbatimao 3 Cascas do caule Creme vaginal 1x ao dia
Graviola 26 Folhas cha 1x ao dia
Jilé + uva 1 Fruto cha 1x ao dia
Sambacaita 6 Folhas Banho de | 2x ao dia
assento
Guajuru 1 Folhas cha Ingestéo
constante
Cha verde 1 Folhas cha 1x ao dia
Roma 1 Cascas do caule gargarejo 2x ao dia
Babosa 21 Folhas garrafada 1x ao dia
Aroeira 9 Entrecasca Garrafada, cha | 3x ao dia
e lambedor
Nogueira 1 Folhas cha 1 litro/dia
Linhaca 1 Semente suco 3x ao dia
Couve e brocolis, | 1 Caule e folhas suco 1x ao dia
acelga, agriao,
espinafre e racula
Melancia 1 Fruto suco 2x ao dia
Tomate 1 Fruto sSuco 2x ao dia
Maconha 1 Folhas garrafada 3x ao dia
Urtiga branca 3 Raiz Cha 3x ao dia
Pra tudo 1 Raiz e folhas | cha 3x ao dia
verdes
Unha-de-gato 1 Caule ou semente | cha 2x ao dia
Confrei 1 Folhas cha 3x ao dia
Couve + laranja 1 Folha + fruto sSuco 1x ao dia
Agriao + espinafre | 1 Folhas + fruto suco 1x ao dia
+ laranja
Avelds 2 Caule 4 gts em agua 2x ao dia
Cajueiro brabo 1 Raiz cha Ingestao
constante
Pinha + genipapo 1 Frutos e folhas fruta e cha 3x ao dia
Palma + gengibre 1 Caule e folhas cha 4 a 5x ao dia
Meldo de Sdo |1 Folha ou fruto Cha, suco 2x ao dia
Caetano
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Através da avaliagdo dos dados (Tabela 8, p. 45), foram selecionadas para

esse estudo, as espécies mais frequentemente citadas e ou aquelas que, mesmo com

pequeno numero de citacdes pelos entrevistados, possuem relatos de toxicidade

como Urtiga branca, Barbatim&o, Avelos e Unha-de-gato, (Tabela 9).

Tabela 9. Espécies com maior freqiéncia de citagdes e/ou com relatos de toxicidade

Planta N° CitacOes Parte utilizada Forma de uso Posologia
Graviola 26 Folhas cha 1xdia
Babosa 21 Folhas Garrafada 1xdia
Aroeira 9 entrecasca Garrafada, cha e 3xdia

lambedor

Sambacaita 6 Folhas Banho de assento 2xdia
Urtiga branca 3 Raiz cha 3xdia
Barbatimé&o 3 Creme vaginal 1xdia
Avelés 2 Caule (latex) 4 gt. em agua 2xdia
Unha-de-gato 1 caule/semente cha 2xdia

Dentre os tipos de cancer dos pacientes entrevistados no CACON/HUPAA, o

cancer de mama é o de maior incidéncia (53,7%) seguido pelo cancer de célon e o

linfoma de Hodgking ambos com incidéncia de 7,3% (Figura 17, p. 47). Estes dados

confirmam as informagdes do INCA que apontam o cancer de mama e o de cdlon

como representantes do primeiro e segundo lugar, respectivamente, em incidéncia em
quase todas as regides do Brasil (MINISTERIO DA SAUDE, 2008).
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Base: n =43

B CANCER DE MAMA
B CANCER DE COLOM
OLINFOMA DE HODGKIMG

B CANCER DE OVARIO
BPLASMOCITOMA
B CANCER DE PANCREAS

mCANCER DE ESTOMAGO

BCANCER DE UTERO

B CAMNCER DE BEXIGA
m CANCER DE PULMAD
OCANCER DE LINGUA
BCANCER DE TESTICULO
BRABDOMIAS SARCOMA
BPMET INTRAMEDULAR

Figura 17 - Tipos de cancer dos pacientes entrevistados no CACON / HUPAA

2- PROSPECCAO FITOQUIMICA

Os resultados obtidos foram descritos para cada espécie estudada (Tabela 10).

Tabela 10. Prospecgéo fitoquimica (MATOS, 1997)

Constituintes (*) ARO AVE BAB BAR GRA SAM UNH URT
Fendis + +

Taninos +

Antocianinas +

Antocianidinas +

Flavonoides + + +
Flavonas + +

Flavonois + + +

Xantonas + + +

Chalconas

Auronas

Flavanonois + + +

Leucoantocianidinas

Catequinas +

Flavanonas + + +

Esteroides + + + + + +
Triterpendides + +

Saponinas + + + + + +
Alcalbides

Antraquinonas

Antronas

Cumarinas +

(*) Os nomes
abreviaturas.

populares das espécies estudadas estdo

representados por
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- Aloe vera L. Burm.f. (suco)

Os grupos quimicos apresentados foram flavondis, flavanonas, flavanondis,
xantonas, esteroides livres e saponinas.

Os dados de prospeccgao supracitados diferem dos dados obtidos na literatura,
principalmente por se apresentarem negativos para antraquinonas, ja que grande
parte dos estudos farmacolégicos atribui as diversas atividades de A. vera aos seus
derivados antracénicos como: aloina, barbaloina e isobarbaloina (KUZUYA et al.,
2001; STEINERT et al.,, 1996), aloe-emodina, aloenina (SOUSA et al, 1991). Este
fato se deve provavelmente, a forma de preparagao do extrato que, neste estudo, foi
feita de acordo com as informagcbes da populagdo entrevistada e nos relatos
encontrados em literatura, os sucos de folhas frescas eram liofilizados ou tinham seus

principios isolados e purificados.

- Annona muricata L. (extrato hidroetanélico)

Neste estudo, observou-se presenca de catequinas, esterdides livres e
saponinas. Sobre o género Annona, os estudos fitoquimicos referidos em literatura,
relatam diversos tipos de classes estruturais encontradas (MAAS et al.,, 2001,
ANDRADE et al., 2003; PONTES et al., 2004), tais como: acetogeninas, alcaldides,
amidas, flavondides, diterpenos e esterdides (LIMA, 2005), destes citados, apenas

esterdides foram confirmados neste estudo fitoquimico.
- Cnidosculus urens (L.) Arthur (extrato hidroetandlico)
Presenca de flavondides, esterdides livres, saponinas e cumarinas.
Diferentemente dos resultados deste estudo, Lima e cols. (1958), apontam
diterpenos, triterpenos e alcaléides como classes estruturais presentes em estudos
fitoquimicos realizados com C. urens.

- Euphorbiatirucalli L. (suco)

Observados esteroides livres e triterpendides.
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Em estudo fitoquimico recente, Passilongo-Silva (2007) verificou a presenga de
grande quantidade de terpenos e esterdis entre os constituintes de Euphorbia tirucalli,

confirmando os dados fitoquimicos deste estudo.

- Hyptis pectinata L (Poit) (extrato hidroetandlico)

Presenca de esterdides livres e saponinas.

Em relacdo a esta espécie sdao poucos os estudos acerca de seus
constituintes; encontrando-se relatados na literatura a presenca de pectinolideos e
timol (PEREDA-MIRANDA et al., 1993; BOALINO et al., 2003).

- Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville (extrato hidroetandlico)

Observados fenodis, taninos, flavonoides, flavondis, flavononas, flavanonais,
xantonas, triterpendides e saponinas.

Os resultados positivos para taninos e flavondides com extratos das folhas de
S. adstringens (SILVA & FIGUEIREDO, 2007; SANTOS et al., 2002) sdo coincidentes

com os resultados obtidos neste estudo com extrato hidroetandlico da casca do caule.

- Caesalpinia bonduc (L) Roxb. (extrato hidroetandlico)

Presenca de flavonoides, esterdides livres e saponinas.

Quanto a espécie Caesalpinia bonduc, varios sao os constituintes verificados
através de estudo fitoquimico, a saber: flavonoides, terpenos, alcaldides (OSAWA et
al., 1990; DI CARLO et al., 1999; KEITH et al., 1990) triterpendides, acidos graxos e
esterdis (ALl et al.,, 1997; RASTOGI et al.,, 1996), confirmando em parte, nossos
resultados.

- Schinus terebinthifolius Raddi (extrato hidroetandlico)

O estudo fitoquimico, do género Schinus, revelou a presenca de terpendides e
acidos graxos (POZZO et al., 1978; TERHUNE et al., 1974; JAIN et al., 1995); a
analise fitoquimica realizada por Jorge e cols. (1996), das folhas e cascas de Schinus

terebinthifolius mostrou a presenca de taninos e Oleos essenciais, além disso,
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verificou que as saponinas sao restritas as cascas e que os compostos fendlicos das
cascas sao diferentes dos presentes nas folhas, o que nao foi verificado em nosso

estudo com as cascas, onde foi obtido resultado negativo para saponinas.

3. Testes de toxicidade frente a larvas de Artemia salina Leach (BST) (MEYER et
al., 1982).

A anadlise destes resultados (Tabela 11, p. 50), feita segundo os critérios de
toxicidade estabelecidos por Déciga-Campos e cols. (2007), evidenciou que as
espécies A. vera, C. urens, H. pectinata e C. bonduc apresentaram CLso = 1000ug/mL
sendo portanto, consideradas atoxicas. Destas espécies citadas, H. pectinata foi a
que apresentou maior ClLso (10,7424 mg/mL), verificou-se auséncia de dados na

literatura que informem a CLso das espécie C. urens, H. pectinata e C. bonduc.

Tabela 11 — Valores de CLsg (mg/mL) calculados a partir do bioensaio com
Artemia salina.

IC95%
; o A i H A CLso

Nome cientifico/Cédigo Parte usada MIN. MAX. (mg/mL)
Aloe vera L. (BAB) folha 20,3680 2,369 4,2619
Annona muricata (GRA) folha 0,0016 0,0019 0,0017
Cnidoscolus urens raiz

1,9943 4,4316 2,7496
L.(URT)
Euphorbia tirucalli (AVE) caule 0,0077 0,0092 0,0085
Hyptis pectinata (SAM) folha 1,0410 il 10,7424
Stryphnodendron Casca do

_ 0,4186 0,6097 0,4971

adstringens (BAR) caule
Caesalpinia bonduc raiz

0,9986 1,3396 1,1379
(UNH)
Schinus  terebinthifolius Casca do

0,4701 0,5677 0,5151
(ARO) caule

Quanto a A. vera, Parra e cols. (2001) relatam para o extrato etandlico de A.
vera uma CLsp = 3.59 ug/mL, valor este inferior ao do nosso estudo (4,2619 mg/mL).
A espécie S. terebinthifolius apresentou CLsp - 0,5151 mg/mL (CLsp = 500 e <

1000 pg/mL) foi considerada de baixa toxicidade e, embora esta seja uma espécie
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bastante utilizada pela medicina tradicional e vendida em feiras livres, ndo ha relatos
sobre sua CLsp na literatura consultada. Por fim, S. adstringens, A. muricata e E.
tirucalli foram classificadas como de alta toxicidade, principalmente o extrato de A.
muricata. A espécie E. tirucalli, teve sua toxicidade confirmada em estudo feito por
Brasileiro e cols. (2006), que aponta, segundo classificagdo de Meyer (1982), esta
espécie como toéxica por apresentar CLsy <1000ppm.

Embora o extrato de S. adstringens tenha sido classificado como altamente
toxico (0,4971 mg/mL) neste estudo, em estudo anterior realizado por Alves e cols.
(2000) os extratos metandlicos e aquosos da casca de Barbatimao nao exerceram
quaisquer efeitos toxicos sobre Artemia salina.

A toxicidade do extrato etandlico de A. muricata, também se encontra elevada no
trabalho de Luna e cols. (2006), onde CLso do extrato frente Artemia salina foi de 0,49
pg/mL (0,00049 mg/mL), embora este seja um valor inferior ao encontrado em nosso
estudo (0,0017 mg/mL). Apenas no trabalho de Pisutthanan e cols. (2004), que
avaliou a toxicidade de extrato metandlico obtido de casca, folhas e sementes de A.
squamosa obteve-se uma CLsy de 0,00149 mg/mL, valor bem préximo ao obtido em
nosso estudo (0,0017 mg/mL) com a espécie A. muricata.

Nos estudos relatados na literatura, foram encontrados valores representativos
de alta toxicidade do latex extraido dos ramos de E. tirucalli frente a A. salina.
Brasileiro e cols. (2006), trabalhando com extrato etandlico de partes aéreas de E.
tirucalli, encontrou uma CLsy de 0,0231 mg/mL, valor acima do encontrado no
presente estudo (0,0085 mg/mL). Investigando a toxicidade de Euphorbia conspicua,
Santos e cols. (2007) encontraram valores de CLso menores que 0,01 mg/mL, valores
estes proximos aos relatados em nosso estudo (0,0085 mg/mL), embora Guerrero e
Guzman (2004) tenham encontrado um valor de ClLsg de 0,0767 mg/mL para os

estudos de toxicidade com o latex de E. tirucalli.

4. Citotoxicidade in vitro

Antineoplasicos ideais seriam aqueles que fossem téxicos apenas as células
cancerosas preservando as células normais, porém a grande maioria destes farmacos
sdo indiscriminadamente lesivos justificando, portanto, os ensaios de citotoxicidade
como triagem preliminar (FAVARO et al., 1990). Na continuidade deste estudo com

ensaios mais especificos de atividade antitumoral, decidiu-se pela inclusdo de todas
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as amostras, as atoxicas e também as muito toxicas, como A. muricata, no ensaio de
A. salina, no intuito de se identificar efeitos toxicos sobre células de linhagens
tumorais humanas.

A atividade citotoxica de todas as amostras esta apresentada na tabela 12 (p.
52), com seus respectivos percentuais de inibicdo sobre as linhagens tumorais SF-
295 (glioblastoma), HCT-8 (cdlon) e MDA-MB-435 (mama). As substancias
assinaladas em negrito na tabela 12, foram escolhidas para avaliagdes subsequentes.
A. muricata por apresentar valores de inibigdo = 75% em pelo menos duas linhagens
tumorais testadas, valor esse considerado como cut-off para a triagem de novas
substancias com potencial antitumoral e a amostra de H. pectinata porque, embora
seu percentual de atividade tenha-se mostrado inferior a 75%, apresentou certa

especificidade para as células de linhagem tumoral de colon humano (HCT-8).

Tabela 12 - Percentual de inibicdo do crescimento celular (IC%) das amostras em trés

linhagens tumorais testadas na dose unica de 50 ug/mL Valores sdo média £+ DPM.

MDA-

Amostra SF295 Gl1% HCT-8 Gl1% MB435 Gl1%

média DPM média DPM média DPM
A. muricata (graviola) 81,27 2,79 86,31 0,29 70,55 2,24
S. terebinthifolius
(aroeira) 25,20 2,77 31,36 0,55 20,27 2,66
Hyptis pectinata
(sambacaita) 49,56 8,15 61,57 1,19 49,59 1,56
C. urens (urtiga) -29,16 6,13 8,74 0,01 10,29 2,79
S. adstringens
(barbatimao) 23,30 6,34 30,34 3,74 46,93 7,12
C. bonduc (unha-de-
gato) 5,53 0,45 16,70 5,80 19,16 11,64
Euphorbia tirucalli L.
(Avelos) 23,50 5,39 -20,19 5,00 40,89 5,14
Aloe vera L. Burm.f.
(Babosa) -39,56 7,34 19,56 4,50 19,23 1,78
DOXORRUBICINA 87,38 5,50 97,33 3,78 99,88 1,34

BARBOSA, C.V., 2009



53

Annona muricata L.

O elevado potencial citotoxico do extrato de graviola (A.muricata) para as trés

linhagens tumorais (Tabela 12, p. 52) corrobora as informag¢des acerca dos estudos
realizados com as substincias ativas, isoladas desta espécie, denominadas
acetogeninas, que tém sido estudadas quanto as suas atividades citotoxicas sobre
linhagens tumorais. De acordo com levantamento da literatura, verificamos que tanto
a linhagem de céncer de célon (HCT-8) quanto a linhagem de cancer de mama (MDA-
MB435) foram selecionadas para estudos de atividade anti-tumoral. Entretanto, para a
linhagem de gliobastoma SF295, nao foi encontrado nenhum estudo relacionando a
atividade de acetogeninas ou mesmo do extrato de A. muricata.
Acetogeninas isoladas das folhas de A. muricata (anomuricina C 111 e muricatocina C
121) demonstraram citotoxicidade sobre linhagens tumorais em ensaios in vitro (WU
et al., 1995). A muricatacina (5-hidréxi-4-heptadecanolido) isolada das sementes de A.
muricata mostrou promissora atividade citotoxica nas células de linhagens tumorais
de pulmao, de mama e de célon (CAVE et al., 1997) e as acetogeninas anomuricina e
muricapentocina, quando testadas para linhagens de carcinoma pancreatico e
adenocarcinoma de colon, mostraram seletividade (KIM et al., 1998). Trés novas
acetogeninas (muricina H, muricina | e cis-anomontacina) isoladas das sementes de
A. muricata exibiram significativa atividade citotéxica em ensaios in vitro, contra duas
linhagens celulares de hepatoma humano (LIAW et al., 2002). Chang e Wu (2001)
relataram a atividade significativamente seletiva das acetogeninas (muricinas A-G,
muricatetrocina A e muricatetrocina B, longifolicina, corossolina, e corossolona)
extraidas de sementes de A. muricata, sobre linhagens celulares de hepatoma
humano.

Outras linhagens tumorais tém sido utilizadas em ensaios in vitro com intuito de
verificar atividade citotdxica das acetogeninas, a exemplo de estudo realizado por Kim
e cols. (1998), onde anomuricina e muricapentocina isoladas do extrato das folhas de
A. muricata, apresentaram atividade citotoxica contra seis tipos de tumores humanos,
com seletividade para as linhagens celulares de carcinoma pancreatico (PACA-2) e
adenocarcinoma de célon (HT-29).

Quanto a avaliagdo de citotoxicidade em linhagens de células tumorais solidas
humanas, a fragao cis-anonicina, acetogenina extraida das sementes de A. muricata,

mostrou atividade citotoxica seletiva para células de adenocarcinoma de célon (HT-
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29), onde teve 10.000 vezes a poténcia da adriamicina (GU et al., 1996; ZENG et al.,
1996).

Hyptis pectinata (L.) Poit (Sambacaita - SAM)

Apesar de plantas do género Hyptis serem alvo de diversos estudos
fitoquimicos, poucos estudos dessa espécie vegetal tém sido realizados utilizando
modelos biolégicos a procura de principios citotoxicos (PEREDA-MIRANDA, 1995),
por este motivo, a atividade citotoxica apresentada pelos diversos tipos de extratos de
H. pectinata e outras espécies desse género encontra-se relatada em poucos
trabalhos na literatura.

Em estudo de citotoxicidade com extrato cloroférmico das folhas de H.
pectinata testado contra leucemia linfocitica murina, verificou-se atividade citotoxica
com Dose Efetiva Média (EDsp) = 2,2 ug/mL. Em continuidade a este mesmo estudo,
foram isolados pectinolideos deste extrato cloroférmico e testados quanto a sua
toxicidade, apresentando significante efetividade (EDso < 4 pg/mL) contra varias
linhagens de células tumorais (PEREDA-MIRANDA et al., 1993).

Estudando o extrato cloroférmico das partes subterraneas de H. emoryi Torr. ,
Sheth (1972) demonstrou atividade citotoxica dessa espécie sobre o carcinoma de
Walker 256 e o acido betulico foi identificado como principio ativo, apresentando
percentual de inibicdo de 52% em dose de 300 mg/Kg. O acido betulico é um &cido
triterpénico isolado das raizes de H. suaveolens e tem sido encontrado também, nas
partes aéreas de H. albida e de H. pectinata (PEREDA-MIRANDA et al., 1993).
Pereda-Miranda (1995) realizou triagem de citotoxicidade de extratos metandlicos de
diversas espécies de Hyptis. Todos os extratos apresentaram atividade citotoxica nao
especifica contra um painel de linhagens celulares formadas por células cancerosas
humanas de diversos tipos (mama, célon, fibrosarcoma, pulméao, melanoma, KB e KB-
VI, e P-388). Falcdo (2003) em seus estudos sobre algumas espécies do género
Hyptis, atribui, principalmente aos metabdlicos terpenoidicos, a responsabilidade
pelas atividades citotoxica e anti-HIV verificada em alguns estudos.

Embora os dados deste estudo (Tabela 12, p. 52) sugiram certa especificidade
do extrato etandlico de H. pectinata sobre a linhagem de células tumorais de cdlon
(HCT-8), ndo ha, até o momento, relatos na literatura sobre citotoxicidade especifica

de extrato ou fracdo de H. pectinata sobre esta linhagem tumoral. Este fato é bastante

BARBOSA, C.V., 2009



55

interessante, visto que H. pectinata € uma planta encontrada geralmente em pastos,
campos, muitas vezes reconhecida como erva daninha, mostrou-se atdxica no ensaio
sobre A. salina e especificidade sobre HCT-8. Ademais, os unicos dados na literatura,
evidenciando o isolamento e identificacdo estrutural de seus principios ativos, sdo os
que relatam pectinolideos e pironas.

Neste estudo, as espécies abaixo relacionadas n&o apresentaram valores de
(IC%) significativos nas linhagens testadas, embora se encontrem na literatura acerca

dessas espécies, estudos que comprovam a atividade antitumoral de algumas delas.

S. terebinthifolius Raddi (Aroeira)

S. terebinthifolius foi estudado por Queires e cols. (2006), que avaliaram os
efeitos antiproliferativos de polifendis purificados desta espécie contra a linhagem
celular de carcinoma prostatico humano (DU145) e verificou uma atividade 30 vezes
maior comparada a do extrato bruto, capaz de interromper o crescimento celular e

induzir a apoptose das células.

S. adstringens (Mart.) Coville (Barbatimao)

No Brasil, S. adstringens tem sido tradicionalmente utilizada na forma de
decotos e infusdes no tratamento de leucorréia, diarréia e como antiinflamatério
(SIQUEIRA, 1982; SANTOS et al.,, 1988). Estas atividades estdo relacionadas a
presenca de certos compostos existentes na casca de S. adstringens, como
proantocianidinas que tém efeito antidiarréico (GALVEZ et al., 1991; HOR et al., 1995)
e antiinflamatorio (TITS et al., 1992). Felipe e cols. (2006) relatam efeito antiviral
sobre Polivirus e Herpesvirus bovino. O efeito antiviral de S. adstringens € atribuido
por Kakiuchi e cols. (1991) as proantocinidinas com unidades de pirogalol. Apesar de
suas diversas atividades terapéuticas, ndo foram encontrados dados na literatura
sobre atividade inibitoria de crescimento tumoral exercida por extrato ou fragcdes de S.

adstringens.
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Cnidoscolus urens (L.) Arthur (Urtiga-branca)

Os estudos sobre Cnidosculus urens apontam a urensina como seu principio
ativo responsavel pela atividade antitumoral verificada contra o Sarcoma 180 e o
Carcinoma de Erlich em camundongos, como também sobre o Carcinoma de Walker
256 e o Sarcoma de Yoshida em ratos albinos (SANTOS, 1998; ARAUJO et al.,
2007).

Em levantamento feito no banco de dados NAPRALERT, foram encontradas 38
citagbes do género Cnidoscolus, com as mais diversas atividades (anti-hemorragica,
citotoxica, antimicrobiana, antifungica, anti-hiperglicemiante, antioxidante,
moluscicida, antiviral e inseticida). As espécies seguintes foram testadas quanto a
atividade antitumoral sobre diversas linhagens, a saber: C. obtusifolius (ativo sobre a
linhagem CA-9KB), C. tepiquensis (ativo sobre Leuk-P388), C. peruvianus (ativo sobre
tumor “crown gall”), C. angustidens (inativo sobre as linhagens C-755, Sarcoma 180,
Leuk-L1210), C. elasticus (inativo sobre Leuk-P388 e CA-9KB), C. phyllacanthus
(ativo sobre Leuk-P388) (FERRIGNI et al.,, 1982; MEYER et al.,, 1982; LIMA &
ALBUQUERQUE, 1958; MACRAE et al., 1988; NASCIMENTO et al., 1990; ABBOTT
et al., 1966; ENDO et al., 1991).

Especificamente sobre C. urens, ha sete estudos feitos por Gongalves e cols.
(1958), realizados com ratos, onde verificou atividade antitumoral de fragcéo flavondide
nas doses de 500, 200 e 100 mg/Kg SC contra Sarcoma WM256. Em continuagao, o
mesmo autor utilizou a mesma fragao flavondide na dose de 50 mg/Kg, administrada
nos ratos por gavagem, e verificou atividade antitumoral sobre o mesmo Sarcoma
estudado anteriormente. Esses resultados contrastam com os obtidos em nosso
estudo e, ndo foram encontrados dados na literatura de ensaios de atividade

antitumoral dessa espécie nas mesmas linhagens utilizadas em nosso trabalho.

Aloe vera (L.) Burm.f. (Babosa)

O género Aloe possui cerca de 360 espécies, dentre estas, 26 apresentaram
atividades antitumorais nos estudos realizados (ARAUJO et al., 2007). Varios estudos
tém sido realizados com A. vera tanto na forma de extrato como de suas fragdes. Tém

sido demonstrado efeitos inibitorios diretos de extrato de aloe e aloe gel na formagéao
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e promogao de tumores. Uma fragcao polissacaridica de aloe gel e aloe extrato inibiu a
ligacdo de benzopireno a hepatdcito de ratos prevenindo assim, a formacao de adutos
do benzopireno ao DNA como potencial inicializador de cancer (KIM, 1997) e em
estudo mais recente, verificou-se que o aloe gel é capaz de causar indugdo de
glutation-S-transferase e inibigdo de efeitos promotores tumorais do acetato de forbol
miristico (KIM, 1999).

As investigacdes sobre atividades dos heterosideos antraquinénicos presentes
no latex das folhas de Aloe vera, apontam para a existéncia de um potencial
antitumoral de algumas fragdes. Os estudos de Duncan e cols. (2004) demonstram a
atividade, devido a apoptose, da Aloe emodina (1,8-diidroxi-3-[hidroximetil]-
antraquinona) como agente antitumoral, regulando o ciclo celular, a proliferacéo
celular e a proteina quinase C (PKC) durante o desenvolvimento e o crescimento de
um glioma e, em estudo recente, verificou-se a agao indutora de apoptose da Aloe
emodina em células cancerigenas T24 de bexiga humana (LIN et al., 2006).

Os trabalhos de Pecere e cols. (2000) relatam atividade especifica, in vitro e in
vivo, de aloe emodina contra tumores neuroectodérmicos humanos implantados em
camundongos com severa imunodeficiéncia e a auséncia de efeitos toxicos sobre os
animais. No referido estudo, o mecanismo de citotoxicidade consistiu também na
inducéo da apoptose.

Poucos sao os ensaios realizados com extratos de A. vera, a maior parte deles
é feita com fragdes obtidas desta espécie. Em um dos estudos envolvendo extratos,
Chaudhary (2007) testa a atividade antitumoral do extrato etandlico das folhas (1000
mg/Kg) e de aloe gel (1 mL/9cm?) em camundongos albinos Swiss, com
carcinogénese de pele estagio-2 induzido. Os resultados obtidos mostram que tanto o
extrato como o aloe gel, em uso tépico ou oral, foram efetivos em diminuir o numero e
o tamanho dos papilomas.

Os resultados sobre estudos da atividade antitumoral da A. vera diferem dos

obtidos neste estudo. Este fato induz a algumas hipoteses:
- A maior parte dos estudos realizados com essa espécie sao feitos com fragdes ou
extratos etandlicos, onde a concentracdo de principios ativos torna-se maior ou pelo
maior poder extrator do solvente ou devido a eliminagdo do alto teor de agua no
processo de secagem da planta; enquanto o nosso estudo foi realizado com o suco
da folha.
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- O outro aspecto a ser levado em conta, é o fato dos ensaios antitumorais relatados
pela literatura, terem sido realizados contra linhagens tumorais diferentes das

utilizadas neste estudo.

Euphorbiatirucalli L. (Avel6s)

A Euphorbia tirucalli produz um suco leitoso branco e caustico, muito irritante
para a pele e para os olhos onde pode provocar conjuntivite grave (SCHVARTSMAN,
1979). O componente irritante do latex é do tipo ingenane e tigliane que séo ésteres
diterpénicos derivados de alcoois engenol e forbol (FURSTENBERGER & HECKER,
1977). E. tirucalli tem ainda como principais componentes irritantes o 12, 13 acetatos
isoméricos acilatos de forbol e 3 acilatos do engenol (FURSTENBERGER &
HECKER, 1986). O éster irritante promotor de tumores € o 4-deoxiforbol
(FURSTENBERGER & HECKER, 1985).

No nordeste do Brasil, seu latex é usado popularmente como antimicrobiano,
antiparasitario, no tratamento de tosse, reumatismo, cancer e outras doencas
(PASSILONGO SILVA et al.,, 2006). Ha relatos de que E. tirucalli estimula a
mielopoiese em camundongos (VALADARES et al.,, 2006) e de sua atividade
imunomoduladora por supressao de células T CD4 e CD8, inibicdo de interleucina-2
intracelular e interferon-gama (SAGRAWAT & KHAN, 2007).

Apesar de ser popularmente utilizada com diversos fins terapéuticos, inclusive
como anticancerigeno, E. tirucalli tem sido apontada como promotora de tumores
devido a seu elevado poder irritante (FURSTEMBERGER E HECKER, 1986).
Catalufa e Rates (2001) apontam os ésteres de forbol constituintes de E. tirucalli,
como capazes de induzir o desenvolvimento de Linfoma de Burkitt e o carcinoma
nasofaringeo, tipos de cancer endémicos em regides com vastas plantacbes desta
especie vegetal.

O uso tradicional como anticancerigeno parece ser justificado pelo potencial
antimutagénico verificado quando latex de E. tirucalli nas concentragcbes de 0,1% e
0,2% (v/v) foi utilizado no tratamento de conidios dormentes, no sistema metionina em
Aspergillus nidulans (REZENDE et al., 2004).

Alves (2000), em estudo de atividade antitumoral de E. tirucalli contra tumores de

Walker 256, observaram que o latex em agua em dosagens de 100 mg/Kg a 400
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mg/Kg, ndo reduziu os tamanhos das massas tumorais e, em dosagens de 1000
mg/Kg, estimulou o crescimento dos tumores, além disto, verificaram que, quando
administrada por via parenteral, a solugdo se mostrou muito toxica e, atoxica quando
administrada por via oral. Isto corrobora a observagcédo de Passilongo-Silva e cols.
(2007), acerca da baixa embriotoxicidade da solugdo aquosa do latex de E. tirucalli
administrada via oral em ratas Wistar prenhas. Diante do exposto, pode-se sugerir

que a atividade antitumoral de E. tirucalli € dose e via de administracdo dependente.

4.1 - Avaliagdo da atividade hemolitica em eritrocitos de camundongos Mus
musculus Swiss

Como as espécies A. muricata e H. pectinata mostraram-se mais ativas no
ensaio de citotoxicidade, foram selecionadas para os ensaios de avaliacdo da
atividade hemolitica em eritrocitos de camundongos Mus musculus Swiss, visando
determinar se esta atividade se da por lise de membrana. Os resultados mostraram
auséncia de atividade hemolitica das duas substancias nas concentragdes testadas
na curva (> 1000 ug/mL). Isso demonstra que a atividade citotoxica destes extratos foi
independente da lise de membrana.

O préximo ensaio com os extratos de A. muricata e H. pectinata visa averiguar

a atividade toxica em células normais do sangue humano.

4.2 - Atividade citotoxica em Células Mononucleares do Sangue Periférico
(PBMC)

Tabela 13 — Concentragédo inibitéria do crescimento celular (Clsp) dos extratos de A.
muricata e H. pectinata em quatro linhagens tumorais e em PBMC, e seus respectivos
intervalos de confianca. Doxorrubicina foi utilizada como controle positivo.

Amostra HL-60 HCT-8 SF-295 MDAMB-435 PBMC
Annona 19,17 28,30 16,46 12,80 18,40
muricata (14,06 —26,12) | (23,32-34,34) | (12,20-22,21) | (7,93-20,64) | (8,88 38,09)
(graviola)
Hyptis 41,75 26,92 25,56

ectinata >50 >50
p » (38,04 —45,82) | (18,83-38,49) | (17,55 - 37,23)
(sambacaitd)

0,04 0,02 0,48 0,96 0,96

Doxorrubicina (0,03-0,05) (0,02-0,03) (0,34-0,72) (0,68-1,32) (0,51-1,71)
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Os dados presentes (tabela 13, p. 59) demonstram que as linhagens de SF-295
(SNC) e MDA-MB-435 (mama) foram as mais sensiveis a agao inibitéria das amostras
testadas. Dentre os extratos, A. muricata demonstrou ser o de maior atividade,
embora tenha apresentado maior citoxicidade que H. pectinata para PBMC, no
modelo de toxicidade para células normais. Embora H. pectinata tenha apresentado
menor toxicidade, sobre células normais do sangue periférico, ndo demonstrou

seletividade por qualquer das linhagens tumorais utilizadas.

5 - Avaliacdo da atividade antitumoral in vivo utilizando o sarcoma 180 em

camundongos

Os dados de atividade antitumoral (Tabela 14, p. 61) apresentam as amostras
e seus respectivos percentuais de inibicdo de crescimento tumoral. H. pectinata
apresentou a maior atividade (70,5%) com a dose de 100 mg/Kg, S. terebinthifolius
apresentou o segundo maior percentual de inibicdo (67,1%) com a menor dose (2,5
mg/Kg), visto que nas dosagens de 100 e 30 mg/Kg, mostrou-se muito toxica
eliminando quase a totalidade dos camundongos.

O terceiro maior percentual de inibicao (58,9%) foi apresentado pelo extrato de
E. tirucalli na dose de 100 mg/Kg. E importante ressaltar que nesta dose este extrato
provocou em alguns animais tratados sintomas de toxicidade como estiramento,
contorcdes abdominais e diarréia.

Quanto as outras espécies avaliadas neste estudo, A. muricata apresentou o
quarto maior percentual de inibigdo (57,5%) com uma dose de 30 mg/Kg. Na dose
inicial de 100 mg/Kg, este extrato provocou contorgdes e morte de cerca de 80% dos
camundongos. S. adstrigens, A. vera, C. bonduc e C. urens nao promoveram sinais

de toxicidade aparente nos camundongos.
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Tabela 14 - Efeito antitumoral
camundongos infiltrados com o Sarcoma 180. Amostras: 1- H. pectinata, 2- S.
terebinthifolius, 3- E. tirucalli, 4- A. muricata, 5- A. vera, 6- S. adstringens, 7- C. urens,

dos extratos administrados por via

61

i.p em

8- C. bonduc.
Dose Média (%
Amostras mg/Kg de N DP EP Min Max
inibicao)
1 100 70,5 6 11,3 4,6 56,8 87,3
2 2,5 67,1 6 15,3 6,2 44,5 87,8
3 100 58,9 5 17,0 7,6 38,1 79,1
4 30 57,5 5 13,2 59 41,4 73,9
5 100 54,7 5 7,03 3,1 45,5 64,8
6 100 51,5 6 19,3 7,9 23,3 65,8
7 100 45,1 5 17,7 7,9 25,0 70,0
8 100 25,5 5 21,6 9,6 3.1 56,7
100
80 ]
o 60 l
§ ‘ I
I
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Figura 18 — Representagdo grafica das médias de % de inibigdo de crescimento
tumoral das amostras, intervalos com 95% de confianca, resultado da analise de
variancia do ensaio (F = 4,16 ; p<0,002) e aplicagdo do teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro para as comparagdes das meédias. Médias de % de inibicdo das

amostras com as mesmas letras ndo diferem entre si.

Os aspectos gerais dos parametros tumorais (Sarcoma 180) em camundongos

controle que receberam solugéo salina e nos tratados durante sete dias com o extrato

de H. pectinata na dose de 100 mg/Kg, encontram-se registrados na Figura 19 (p. 62).
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Figura 19. Aspecto geral dos tumores (Sarcoma 180) apds sete dias de
tratamento com salina em animais controle (A) e em animais tratados com
extrato de H. pectinata (B).

6 - Andlise histopatolégica

O laudo da analise histopatélogica, realizada pelo Dr. Ricardo Houly, do
Hospital Universitario da UFAL, atesta auséncia de alteragbes histolégicas
significativas em figado (Figura 20, p. 63), e baco (Figura 21, p. 64) dos animais
tratados. Os rins dos animais tratados com A. muricata (Figura 22-B, p. 65)
apresentaram algumas areas de microhemorragias. As areas de congestao
verificadas nos rins dos animais tratados com S. terebinthifolius (Figura 22-C, p. 65),
ndo sao atribuidas a toxicidade, sao interpretadas como congestao post mortem. Os
orgaos tratados com E. tirucalli (Figuras 20-E, 21-E e 22-E) ndo apresentaram
alteragdes significativas.

No geral, o laudo sugere que a maior parte dos sinais de toxicidade observados
nos animais durante o tratamento com estes extratos e sucos nas doses presentes na
Tabela 14 (p. 61), tinham carater reversivel e ndo lesional, pelo menos durante o

tempo de tratamento a que foram submetidos os camundongos neste estudo.
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Figura 20. Histopatologia dos figados de camundongos transplantados com
Sarcoma 180. A — Controle negativo (tratado com solugao salina), B — tratados com
extrato de A. muricata, C- tratados com S. terebinthifolius, D — tratados com H.
pectinata, E — tratados com E. tirucalli. Aumento de 100X.

BARBOSA, C.V,, 2009



64

Figura 21. Histopatologia dos bagos de camundongos transplantados com
Sarcoma 180. A — Controle negativo (tratado com solugao salina), B — tratados com
extrato de A. muricata, C- tratados com S. terebinthifolius, D — tratados com H.
pectinata. E - tratados com E. tirucalli. Aumento de 100X.
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Figura 22. Histopatologia dos rins de camundongos transplantados com Sarcoma
180. A - Controle negativo (tratados com solugdo salina), B — tratados com A.
muricata, C — tratados com S. terebinthifolius, D — tratados com H. pectinata, E -

tratados com E. tirucalli. Aumento de 100X.
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Entre as espécies estudadas que se mostraram ativas, verificou-se que Annona
muricata possui varios estudos fitoquimicos e, assim como E. tirucalli, alguns estudos
etnofarmacologicos e sobre as atividades bioldgicas, enquanto sobre as outras
plantas ha poucos dados disponiveis. Diante dos resultados obtidos e do
levantamento bibliografico, pode-se concluir que ha algum fundamento na utilizagcéo
popular destas plantas (H. pectinata, S. terebinthifolius, E. tirucalli e A. muricata) no
tratamento de alguns tumores. Estes resultados, ainda que preliminares, revelam que
se deve ter bastante cautela na utilizacdo de plantas medicinais de forma
indiscriminada. Vale citar o exemplo do confrei (Symphytum officinale L.), que teve
seu uso proibido para administracao oral, devido aos casos de tumor de figado
descobertos apds sua ingestao (OLIVEIRA & GONCALVES, 2006).
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Com este trabalho, podemos concluir que:

- Nos ensaios de toxicidade frente a Artemia salina, das oito plantas
selecionadas, Annona muricata apresentou maior toxicidade (CLso = 0,0017 mg/mL),
seguida de E. tirucalli (CLso = 0,0085 mg/mL) e S. adstringens (CLso = 0,4971 mg/mL).
A espécie Hyptis pectinata foi considerada atoxica.

- Duas plantas apresentaram atividade citotoxica nas linhagens tumorais
utilizadas: Annona muricata e Hyptis pectinata. Annona muricata (Graviola) apesar de
ter apresentado potente efeito inibitério sobre as trés linhagens testadas, nao
apresentou seletividade. Hyptis pectinata (Sambacaita) apresentou especificidade
para linhagem tumoral de célon HCT-8;

- No modelo de inibigdo de tumor in vivo, quatro plantas apresentaram
atividade: Hyptis pectinata, Schinus terebenthifolius, E. tirucalli e Annona muricata e;

- Apesar de nao ter apresentado citotoxicidade, a atividade inibitéria de tumor in
vivo de Schinus terebenthifolius foi observada com uma dose muito baixa devido a
sua alta toxicidade in vivo;

- No modelo de viabilidade celular, Annona muricata nem Hyptis pectinata
promoveram lise celular, sendo Hyptis pectinata a menos toxica.

Diante do exposto, conclui-se que das oito plantas estudadas, trés
apresentaram atividade antitumoral em modelos in vitro e quatro em modelos in vivo
em animais. Apesar de dados na literatura atribuirem atividade antitumoral a outras
das espécies estudadas, contrapondo-se aos nossos resultados, este fato pode estar
associado a fatores como variedade, sazonalidade, local de coleta e até condi¢des de
plantio, que podem interferir nas concentragbes de substancias ativas presentes nas
amostras.

Este trabalho teve como contribuicdo verificar, nos ensaios preliminares, se ha
algum fundamento no uso popular das plantas medicinais, apontadas pela populagao
consultada no formulario etnofarmacolégico, como anticancerigenas como também,
verificar a necessidade de mais estudos que confirmem ou refutem tal uso, visando a
fornecer subsidios para o uso racional de plantas medicinais. Ademais, o fato de
Hyptis pectinata ter apresentado seletividade em uma das trés linhagens utilizadas
como screening, sem toxicidade para células normais e ter ainda inibido tumor in vivo,
isso nos revela tratar-se de uma planta bastante promissora para estudos fitoquimicos
e farmacolégicos mais avangados, no intuito de isolarmos o(s) principio(s) ativos(s)

responsavel (eis) pelas atividades observadas.
BARBOSA, C.V.,, 2009
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DESCRICAO BOTANICA DAS ESPECIES ESTUDADAS

1 - Aloe vera (L.) Burm.f.

Aspectos botanicos

Nomes vulgares: babosa-verdadeira, aloe-de-barbados, aloe-de-curagau.

Origem: regido mediterranea.

E uma planta com caule curto e estolonifero, e raizes abundantes, longas e carnosas
pertencente a familia Liliaceae.

As folhas sdo grossas, carnosas, rosuladas, erertas, ensiformes, tém de 30 a
60 cm de comprimento, verde-brancas, com manchas claras quando novas,
lanceoladas, agudas e com margens de dentes espinhosos e apartados. A face
ventral € plana, e a dorsal convexa, lisa e cerosa. As folhas sdo muito suculentas, tém
odor pouco agradavel e sabor amargo, tornando-se o suco, apés colhida a folha, de
cor violacea e aroma muito forte e desagradavel.As flores s&o cilindricas e
subcilindricas, branco-amareladas, tém de 2,0 a 3,0 cm de comprimento, com
segmentos coniventes ou coerentes com as pontas estendidas. Tém seis estames
aproximadamente do tamanho do tubo, filetes delgados e anteras oblongas. O ovario
€ séssil, triangular, trilocular, e o estilete € mais longo que o perianto, com um
pequeno estigma, sendo os évulos abundantes nos léculos. A inflorescéncia é central,
ereta e tem de 1,0 a 1,50 m de altura. O escapo tem de 10,0 a 15,0 cm, com escamas
largas, o racimo é denso (1,0 — 3,0 cm), com bracteas lanceoladas mais longas que
os pedicelos. O florescimento ocorre na primavera (setembro-outubro).
Os frutos séo constituidos de capsulas ovoides-oblongas, conicas, curtas (20,0 mm),
de deiscéncia loculicida, triloculares, mas com septos dando a impressao de 6
I6culos. As sementes sdo numerosas, pardo-escuras, achatadas e reniformes
(DIMITRI, 1978).
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2 - Annona muricata

Nomes vulgares: guanabano (lingua espanhola), soursop (lingua inglesa) e

corossolier (lingua francesa).

Origem: terras baixas da Ameérica Tropical e vales peruanos; é fruta tropical
importante nos mercados da América Tropical sendo a Venezuela o maior produtor
sul-americano. A sua importancia comercial no Brasil € pequena apesar da demanda
crescente pela polpa do fruto no pais, no Oriente Médio e na Europa (Alemanha e
Espanha). No Nordeste brasileiro o municipio cearense de Trairi mantém plantios
organizados dessa fruteira.

Pertencente a familia Annonaceae, suas arvores possuem ramos jovens
pubescentes, tricomas simples, ferrugineos; ramos adultos glabros, lenticelados,
acinzentados quando herborizados. Folhas com peciolo cilindrico, cerca de 0,5 cm
de comprimento, tricomas esparsos, simples, curtos, hialinos ou ferrugineos; lamina
oblonga ou oblongo-lanceolada, 6,5 -14,5%x35,0 cm, membranacea a cartacea, base
aguda, apice agudo, margem plana, 1013 pares de nervuras secundarias, glabra na
face ventral, tricomas esparsos, simples, curtos, adpressos e ferrugineos
principalmente na nervura principal da face dorsal; domacias presentes na jungéo
das nervuras secundarias com a nervura principal na face dorsal. Flores isoladas,
terminais, cerca de 4,0 cm de comprimento, pedicelo cilindrico, com cerca de 2,0 cm
de comprimento, tricomas simples, adpressos. Bractea triangular, com cerca de
0,2x0,3 cm, tricomas simples e adpressos. Sépalas levemente concrescidas na base,
triangulares, apice agudo, 0,4x0,6 cm, com pélos simples, adpressos. Pétalas em
numero de 6, bi-seriadas, livres; pétalas externas ovadas a cordadas, cerca de
3,5%3,0 cm, tricomas simples, adpressos, ferrugineos na face externa, pubescentes
na face interna; pétalas internas ovadas, base estreitada, cerca de 3,0x2,5 cm,
pubescentes. Estames com 0,4 cm comprimento, glabros. Carpelos numerosos, com
0,4 cm de comprimento, ovario densamente piloso, 1 ovulo basal, estilete curto,
constrito. Fruto sincarpico, muricado, principalmente quando jovem, com 8,5%x4,0 cm,
tricomas simples, ferrugineos (PONTES et al., 2004). As sementes com 1,0 a 2,0 cm.
de comprimento, peso 0,59 g. (170 sementes/100 g.) sdo pretas na sua retirada do
fruto passando a marrom dias apoés; de ordinario encontram-se 100 sementes por
fruto (WWW.SEAGRI.BA.GOV.BR/GRAVIOLA.HTML).
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3 - Cnidosculus urens

Aspectos botanicos

Nomes vulgares: na regiao sul do Brasil: - Arre Diabo, Pinha Queimadeira; no Par3,
Urtiga; no Ceara, Urtiga de Mamao, Urtiga Cansancéo (CORREA, 1926).

Origem: nativa de regides tropicais e subtropicais da América.

Pertencente a familia das Euphorbiaceas, € um arbusto urticante e lactescente;
folhas alternas longo-pecioladas, palmadas, cordiformes, 3-5-lobadas ou fendidas ou
partidas, lobos angulosos-dentados ou sinuados; flores hypocrateriformes, apétalas,
brancas, dispostas em cymeiras; ovario acuminado, sulcado, pubescente; fruto

capsula 3-locular revestidas de pélos urticantes e contendo trés sementes.

4 - Euphorbia tirucalli

Nomes vulgares: Conhecida popularmente como arvore-do-lapis devido a seus
ramos cilindricos, a Euphorbia tirucalli também €& conhecida no nordeste como

labirinto, dedo-do-céo e avelés (LYMANN et al., 1988).

Origem: nativa do sul do continente africano, aclimatou-se bem em todas as regioes

tropicais do planeta, em especial no nordeste brasileiro (CORREA, 1978).

Aspectos botanicos

Planta arbustiva utilizada como cerca-viva, o avelos alcanca até 6 metros de
altura (JOLY, 1966).

5 — Hyptis pectinata

Nomes vulgares: Hyptis pectinata (L.) Poit € uma erva da familia Lamiaceae,

popularmente conhecida no Brasil como "sambacaita" ou "canudinho" (SILVA et al.,
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2002). Em Pernambuco, é conhecida como Alfazema-brava ou alfazema-de-caboclo
(ALBUQUERQUE & ALMEIDA, 2002).

Origem: Pertencente a familia Lamiaceae, o género Hyptis é composto por cerca de
350 espécies exclusivamente neotropicais, sua distribuicdo ocorre desde o sul dos
Estados Unidos e Caribe até a Argentina, excetuando-se apenas o extremo sul.
Algumas espécies invasoras sdo bem estabelecidas na Asia, Africa e norte da
Australia. O centro da diversidade do género se encontra nos campos cerrados do
Brasil Central, mais especificamente nos estados de Minas Gerais, Bahia e Goias
(BORDIGNON, 1990; FALCAO, 2003).

6 — Stryphnodendron adstringens
Nomes vulgares: barbatimao, barba-de-timan, barba-de-timao,abaremotemo, casca-

da-virgindade, paricarana, chordozinho roxo, verna, barbatimdo alumbark (inglés)

(www.plantamed.com.br).

Origem: ocorre desde o Estado do Para ate o Parana.

O Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville, tem como sinonimia botanica
Acacia adstringens Mart., Stryphnodendron barbatiman M., e Mimosa barbatiman
Vell., e uma esplecie pertencente a familia Leguminosae e caracteriza-se como uma
das plantas uteis do cerrado por seu uso farmacoldgico, em madeireiras, industria de
curtumes, dentre outros. A espécie € descrita como um arbusto, ou arvore pequena,
com caule e ramos tortuosos, revestida de pouca folhagem, copa rala e irregular,
casca rugosa, folhas bipinadas, foliolos, ovados, pequenos, glabros, flores creme ou
quase brancas, dispostas em espigas cilindricas, axilares densas. O fruto € uma
vagem grossa, um pouco carnosa, quase cilindrica, séssil, com aproximadamente
10cm de comprimento (CORREA, 1926).

O barbatimao, uma espécie decidua, perde suas folhas durante os meses de
junho e julho e, volta a brotar em fins de agosto. Sua floragao inicia-se em setembro e
a frutificacdo em novembro. A raiz é pivotante, tendo seu desenvolvimento, na planta
jovem, mais rapido que o do caule (ARRUDA, 1950; POGIANI, 1971).
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7 — Caesalpinia bonduc (L.) Roxb.

Nomes vulgares: feijao moeda cinzento, também conhecido como gréo-de-moeda,

espere-um-pouco, grao-de-febre, erva-de-Santo-Antonio.

Origem: ocorre espontaneamente na costa tropical, incluindo a Flérida, Louisiana,
Porto Rico, Havai, llhas Virginias e Samoa Americana (HOWARD, 1988; LIOGIER,
1988; PACIFIC ISLAND ECOSYSTEMS AT RISK, 2002; VERMILLION, 2001). Sua
ampla area de ocorréncia se deve, provavelmente, a mecanismos naturais de
dispersdo, uma vez que suas sementes sdo carregadas pela agua do mar. E possivel
que tenha havido introdugéo intencional ou acidental em algumas dessas areas.

E um arbusto espinhento trepador, chegando a 1,5 m de altura (sem suporte) e
mais de 6 m de extensao. O didmetro do caule pode atingir mais de 5 cm. As plantas
geralmente tém um caule principal nitido, mas ocorrem ramificagdes com muita
frequéncia ja nas partes baixas do caule. Plantas jovens formam uma raiz principal
que pode ser mantida, embora raizes laterais sejam bem visiveis. Os caules crescem
eretos cerca de 75 a 100 cm, quando se curvam no sentido horizontal. Caules, ramos
laterais e raques foliares sao cobertos por espinhos retos ou curvados. Possui folhas
com cerca de 80 cm, compostas, paripenadas, com 4 a 8 pares de foliolos, variando
de oblongos a elipticos. As flores sao dispostas em racemos laterais ou terminais. Os
legumes sao achatados lateralmente, com 5 a 10 cm de comprimento, castanhos
quando maduros, com uma a trés sementes (geralmente duas) dentro de cada
vagem. Os legumes s&o persistentes, permanecendo na planta mée até a completa
secagem; quando secos se abrem parcialmente liberando as sementes (AJIWE et al.,
1996).

8 - Schinus terebinthifolius Raddi

Nomes vulgares: aroeira vermelha, abacaiba, aguaraiba, araguaraiba, aroeira,
aroeira braba, aroeira branca, aroeira comum, aroeira corneiba, aroeira legitima,
aroeira mansa, aroeira negra, aroeira pimenteira, aroeira precoce, aroeira preta,
aroeira rasteira, aroeira da praia, aroeira de minas, aroeira de remédio, aroeira de
sabia, aroeira do brejo, aroeira do campo, aroeira do parana, aroeira do sertdo,

aroeirinha, aroeirinha do campo, arvore da pimenta, arundeuva, balsamo, cabui,
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cabui, cambui, coragao de bugre, corneiba, falsa aroeira, fruta de cutia, fruta de sabia,

fruto de raposa, fruto de sabia, jejuira, lentisco, pimenteira do peru.

Aspectos botanicos

Pertencente a familia Anarcadiaceae, a aroeira € uma arvore de ocorréncia em
floresta estacional semidecidual, floresta ombrofila densa, floresta de araucaria e
restinga. Distribuicdo geografica nos Estados de Alagoas, Bahia, Espirito Santo,
Minas Gerais, Mato Grosso, Pernambuco, Parana, Rio de Janeiro, Rio Grande do
Norte, Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Sergipe e Sao Paulo. Sua floracdo se da
nos meses de setembro, outubro, novembro, dezembro e janeiro. A frutificagdo, de
janeiro a julho. Utilizada na producéo de Carvéao e resina, na arborizagdo urbana, na
medicina e no paisagismo. Possui copa globosa, caule com casca externa cinza
escuro, muitas vezes preta. Casca interna avermelhada, com textura fibrosa, odor
caracteristico e com exudagdo de terebentina. Um pigmento, utilizado para fortalecer
redes de pesca é extraido da casca; da casca também é extraida uma resina
terebintacea aromatica, conhecida como mastique. A casca é rica em substancias
tanantes. Flores de cor branca, as folhas sdo compostas, de forma oblonga, tamanho
3x15mm, insergcao alterna, consisténcia: coriacea, contém pilosidades e apresentam
de 9 a 11 foliolos membranaceos, glabros, verde a verde escuro, de apice agudo e
base obtusa, margem serreada. As primeiras folhas séo trifolioladas e apresentam
como caracteristica principal para identificacdo, a raquis com ala estreita entre os
pares de foliolos. Os brotos jovens s&o avermelhados. Os fruto sdo vermelhos,
produzidos anualmente, de estrutura carnosa, drupas esféricas, medindo de 4,0 a 5,5
mm de diametro, levemente achatada no comprimento. O endocarpo contém éleo e, a
semelhanga do mesocarpo quando macerado maturo exala um odor do fruto manga.
Cada fruto pode apresentar uma ou varias sementes reniformes, com tamanho de 0,2
mm e de polpa oleosa (CARVALHO, 1994; JANKOWSKY, 1990; ENGELS et al.,
1984; BARROSO, 1978).
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