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RESUMO

O uso de plantas medicinais no combate a varias doencas é uma alternativa
terapéutica empregada na medicina popular ha muitos anos. A falta de uma terapia
capaz de regredir totalmente a evolugdo do cancer tem despertado o interesse na
pesquisa de plantas medicinais que possuam indicagcdes populares para o combate
desta doenca. A Vernonia scorpioides é uma planta medicinal, nativa do Brasil,
popularmente usada no tratamento de varias doengas, inclusive o cancer. Neste
contexto, o presente trabalho propds avaliar a atividade antitumoral do extrato bruto
etanolico e fragdo cloroformica da Vernonia scorpioides, utilizando modelos
experimental in vivo. As avaliagdes morfoldgicas e histocitoldgicas realizadas nas
amostras obtidas de camundongos portadores do tumor ascitico de Ehrlich tratados
com extrato bruto etanolico ndo apontaram atividade antitumoral, entretanto, os
animais tratados com fracao cloroformica na concentracédo de 50mg/kg/dia durante 9
dias, apresentaram menor ganho de peso corporal, e de circunferéncia abdominal,
menor volume de liquido ascitico, aumento na proporcao de células viaveis/células
invidveis, quando comparado com o grupo de controle negativo. Diante do efeito
antitumoral promovido pela menor fracao cloroformica testada, avaliou-se o tipo de
morte celular promovida pelos tratamentos. A citometria de fluxo revelou que o
provavel tipo de morte celular induzida pelo tratamento é apoptose, isso porque a
maioria das células apresentaram apoptose tardia. Dessa forma, conclui-se que a
fracdo cloroformica quando administrada na concentracdo de 50mg/kg/dia,

apresentou efeito antitumoral in vivo, sobre células do carcinoma ascitico de Ehrlich.

Palavras-chave: Plantas medicinais, Vernonia scorpioides, céancer, efeito

antitumoral, apoptose.



ABSTRACT

The use of medicinal plants to fight various diseases is an alternative therapy used in
folk medicine for many years. The lack of a therapy able to completely regress the
development of cancer has raised interest in the study of medicinal plants that have
indications popular for combating this disease. The Vernonia scorpioides is a
medicinal plant native to Brazil, popularly used for treating various diseases,
including cancer. In this context, the present study was to investigate the antitumor
activity of the ethanolic crude extract and chloroform fraction from Vernonia
scorpioides, using in vivo experimental models. The morphological evaluations and
histocitolégicas performed on samples obtained from mice bearing Ehrlich ascites
tumor treated with ethanolic crude extract did not show antitumor activity, however,
animals treated with the chloroform fraction concentration of 50mg/kg/day for 9 days,
gained less of body weight, waist circumference, lower ascitic fluid, increased
number of viable cells / viable cells, compared to negative control group. Given the
antitumor effect promoted by the lower chloroform fraction tested, evaluated the type
of cell death promoted by the treatments. Flow cytometry showed that the likely type
of cell death induced by apoptosis treatment is, that because the majority of cells had
late apoptosis. Thus, it is concluded that the chloroform fraction when administered
at a concentration of 50mg/kg/day, had antitumor effect in vivo on cells of the Ehrlich

ascites carcinoma.

Keywords: Medicinal plants, Vernonia scorpioides, cancer, antitumor effect,
apoptosis.
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1 INTRODUCAO
1.1 Cancer
1.1.1 Aspectos gerais

Atualmente existem inUmeras doencas que acometem 0s seres humanos,
muitas delas ja tiveram a cura descoberta, porém, algumas exigem um trabalho
maior para definir um medicamento que seja realmente eficaz e que consiga obter a
cura, é o caso do cancer, que apesar de existirem muitas pesquisas em torno dessa
doenca, nenhuma das abordagens terapéuticas existentes na atualidade é capaz de

regredir completamente as diferentes manifestacdes desta doenca.

De acordo com o Instituto Nacional do Cancer INCA (2012) o cancer é o
nome dado a um conjunto de mais de cem doencas que tém em comum o
crescimento desordenado de células, que invadem tecidos e érgaos. Dividindo-se
rapidamente, estas células tendem a ser muito agressivas e incontrolaveis,
determinando a formacédo de tumores malignos, os quais podem espalhar-se para

outras regides do corpo na forma de metastase.

De maneira geral a nomenclatura atribuida aos tumores esta relacionada com
o tipo de célula que o origina. Quando ocorrem em tecidos epiteliais, como pele ou
mucosas, sao denominadas carcinomas. Se o0 ponto de partida sdo os tecidos
conjuntivos, como 0sso, musculo ou cartilagem, sdao chamados sarcomas,
Korolkovas (1988). Assim os tumores malignos recebem nomes diferentes:
carcinoma (tecido glandular), sarcoma (tecido conectivo), linfoma (ganglios linfaticos)
e leucemia (glébulos sanguineos), que pode ser leucemia mieléide e leucemia

linféide.

1.1.2 Principais causas

Muitas doencas podem ser evitadas, entretanto, é dificil de evitar o cancer,
pois o intervalo de tempo entre a exposicao a um agente mutagénico e a deteccao
do cancer geralmente é muito longo podendo chegar a 10 anos, assim muitas vezes
fica dificil de identificar a real causa do cancer, para poder evita-las, pois de acordo
com Korolkovas (1988), as diferencas bioquimicas e morfoldgicas entre as células
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normais e cancerosas sdao minimas. De modo geral, o cancer pode apresentar
diversas causas, podendo ser externas ou internas ao organismo, estando inter-
relacionadas, INCA (2012). As causas externas referem-se ao meio ambiente e aos
habitos ou costumes proprios de uma sociedade. As causas internas sao, na maioria
das vezes, geneticamente pré-determinadas, e estdo ligadas a capacidade do
organismo de se defender das agressbes externas. Deste modo, todos estédo
expostos de certa maneira aos fatores que podem desencadear algum tipo de
cancer. Béliveau (2007), aponta diversos fatores de risco do cancer conforme

apresentado na figura 1.

FATORES DE RISCO DO CANCER

29 2% 2% 1%

W Alimentacdoinadequada

2% W Tabagismo

o Fatores hereditarios

M Infeccoes

W Exposicao profissional
Alcoolismo
Obesidade e sedentarismos
Exposicdo a raios UV
Drogas
Poluicao

QOutros

Figura 1- Fatores de risco do Cancer. Adaptado de Béliveau (2007)

1.1.3 Epidemiologia

Nos ultimos anos, os casos de cancer tém aumentado significativamente,

configurando-se como um problema de salde publica. Segundo o INCA (2011), a
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cada ano mais de 12 milhdes de pessoas no mundo sao diagnosticadas com cancer
e 7,6 milhdes de pessoas morrem vitimas dessa doenga, se constituindo assim uma
das doengas que mais mata no mundo ocidental. Informagé&o essa confirmada pela
World Health Organization -WHO (2011). O cancer é considerado um importante
problema de saude publica em paises desenvolvidos e em desenvolvimento,
responsavel por mais de sete milhdes de 6bitos a cada ano, representando cerca de
13% de todas as causas de morte no mundo.

No Brasil as propor¢cdes ndao sdo muito diferentes, todos os anos a incidéncia
tem aumentado sendo que as estimativas para o ano de 2012 serdo validas também
para o ano de 2013 e aponta para a ocorréncia de aproximadamente 518.510 casos
novos de cancer, incluindo os casos de pele ndo melanoma, INCA (2012). Deste
modo, esta patologia configura um problema sério, que exige atencdo, pois a
quantidade de casos o torna um problema de saude publica a nivel mundial. De
acordo com Teixeira (2012), o controle do cancer deveria ter como base a
prevencdo, efetuada a partir da educacdo sanitaria, e 0os governos estaduais
deveriam esforcar-se na criacao de diversos postos de diagnéstico por todo o pais.

1.1.4 Tratamento

A medicina atual tem se destacado muito pelo emprego de novos
medicamentos no combate a diversas doengas, no entanto, embora ja existam
farmacos consagrados para o tratamento do céncer, nenhuma das abordagens
terapéuticas atuais é capaz de fazer regredir totalmente as diferentes manifestacoes
desta enfermidade. Segundo Brody (2006), a maioria dos quimioterapicos (se néo
todas), destroem as células por um processo programado, dependente de energia,
chamado de apoptose, e ndo por necrose. A apoptose permite ao organismo destruir
uma célula de maneira limpa, sem provocar danos as células vizinhas e sem gerar
reacdes inflamatdrias no nivel dos tecidos Béliveau (2007). Deste modo, a medicina
convencional desenvolveu alguns tipos de tratamento para evitar o avango do

cancer.

Os tipos de tratamento convencionais de céancer atualmente sdo: cirurgia,
radioterapia, que pode ser associado a cirurgia e a quimioterapia; quimioterapia
isolada ou em associacdo a cirurgia e/ou radioterapia, imunoterapia e

hormonioterapia. Entretanto, cada um dos tratamentos possui uma abordagem
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distinta, que busca amenizar ao maximo os danos causados por essa disfuncao
celular. De acordo com Béliveau (2007) a quimioterapia constitui uma arma de
escolha para os oncologistas, pois a administracdo de medicamentos por via
endovenosa permite atingir as células cancerosas disseminadas no organismo, o
que é impossivel com a cirurgia ou a radioterapia. De acordo com Brody (2006) os
objetivos da quimioterapia podem ser:

a. Curativo, para obter resposta completa, por exemplo, doenca de Hodgkin.

b. Paliativo, para aliviar sintomas, mas com pouca expectativa de remissao
completa (P.ex., carcinoma de es6fago com quimioterapia aplicada para melhorar a
disfalgia).

c. Adjuvante, para melhorar as chances de cura, prolongando o periodo de
sobrevida livre de doenca, quando o cancer nao detectavel esta presente, mas ha
suspeita de numero sub-clinico de células neoplasicas (P.ex., quimioterapia para

cancer de mama apdés a ressecgao cirurgica de todo tumor).

No tratamento através da radioterapia muda-se o alvo. De acordo com
Béliveau (2007) o alvo da radioterapia é destruir as células cancerosas,
submetendo-as a raio X ou gama de alta energia. E um tratamento local, aplicado
sobre uma zona precisa, para preservar tanto quanto possivel os tecidos sadios,

pois esses raios também matam as células normais.

Ja o método cirurgico € o mais usado para tumores localizados. O alvo da
cirurgia é retirar totalmente o tumor ou, em certos casos, o 6érgdo em que ele se

encontra Béliveau (2007).
1.1.4.1 Efeitos adversos e colaterais dos quimioterapicos.

O tratamento quimioterapico, afeta rapidamente as células normais em fase
de divisdo, em funcéo disso, pode, comprometer a cicatrizagao, tende a deprimir a
medula éssea, deprimir o crescimento, causar esterilidade e queda de cabelos,
provocando nauseas e vbmitos, Rang et al., (2004). Os analogos da purina
(fludarabina, pentostatina, cladribina, mercaptopurina e a tioguanina) podem
interferir em vias criticas do metabolismo das purinas, podendo exercer efeito sobre
a proliferacao celular.
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A doxorrubicina quando usada no tratamento do cancer pode causar efeitos
congénitos na gravidez, ulcera na boca e nos labios e quando administrada em altas
doses pode lesar o musculo cardiaco causando insuficiéncia cardiaca durante o
periodo de tratamento ACS (2012). Os agentes alquilantes deprimem a fungcédo da
medula d&ssea, podem causar alteracbes gastrointestinais, depressdo de
gametogénese, aumento no risco de leucemia ndo linfocitica aguda e outras
neoplasias malignas, a exemplo da cisplatina que é extremamente nefrotéxica e
provoca nauseas e vomitos intensos, podendo causar perda de audi¢ao na faixa de

alta frequéncia, neuropatias periféricas, hiperuricemia e reagdes anafilaticas.

Ja os analogos da pirimidina sdo potentes agentes mielossupressores, 0 uso
do fluorouracil pode gerar lesdo do epitélio gastrintestinal e mielotoxicidade,
podendo ocorrer alteragdes cerebelares Rang et al., (2004). Além dos efeitos ja
citados os agentes antineoplasicos podem ainda causar fraqueza geral, perda de
peso, queda de pelos do corpo, enjoo, tonteira, ressecamento da pele, descamacéao,
dor ou ardéncia ao urinar, INCA (2012).

Desta forma, a pesquisa de novos farmacos, deve ndo apenas complementar
a quimioterapia convencional e a radioterapia, mas sim uma terapia seletiva para
células neoplasicas, ndo causando dano as células normais, com mais

especificidade e com reducao dos niveis terapéuticos.

1.2 Medicina popular

O desgaste fisico causado pelo tratamento do cancer através de
quimioterapia e radioterapia, e a elevada toxicidade e baixa especificidade dos
agentes antitumorais somados ao crescente desenvolvimento da area farmacéutica,
leva-nos a procura de novas alternativas de tratamento, pois ainda em meio a tanta
tecnologia que nos cerca, e incessantes estudos, ndo dispomos de um farmaco que
seja capaz de regredir as manifestagcbes patolégicas do cancer como um todo.
Entdo, como alternativa de tratamento surgiu a medicina popular a também
conhecida como medicina natural, que consiste no uso de plantas no combate as

doencas. Segundo Brining (1990) a Medicina Natural é sem duvida a solucao para
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cuidarmos melhor de nossa saude, reduzir custos e combater as doencas

eliminando as causas.

A medicina popular de acordo com Oliveira (1985) é a pratica de cura que
oferece respostas concretas aos problemas de doencas do dia-a-dia. E realizada em
diferentes circunstancias e espacos (em casa, em agéncias religiosas de cura) e por
varias pessoas (pais, tias, avds) ou por profissionais populares pela cura
(benzedeiras, médiuns, raizeiros, ervateiros, parteiras). Umas das principais
ferramentas utilizadas na medicina popular sdo as plantas medicinais cujo histérico

de uso é particular em diversas civilizagoes.

1.2.1 Plantas medicinais

Por volta de 3000 a.c. , a China ja utilizava o ginseng (Panax ginseng), o
acoOnito (Aconitum napellus), ruibarbo (Rheum officinale) e a canfora (Cinnamomum
camphora) como produtos medicinais, Gilbert (2005). Ja no Brasil a medicina
popular surgiu através do uso de plantas medicinais pelos indios, que as empregava
para curar doencas e esse conhecimento foi fortalecido com contribuicdo de
imigrantes. De acordo com Brasil (2006) somos o pais de maior biodiversidade do
planeta, que associada a uma rica diversidade étnica e cultural detém um valioso
conhecimento tradicional associado ao uso de plantas medicinais, tendo o potencial
necessario para desenvolvimento de pesquisas com resultados em tecnologias e

terapéuticas apropriadas.

Em Santa Catarina, particularmente a regido oeste, a colonizagcao por
diferentes povos propicia uma diversificada fonte de informagédo etnobotanica, que
enriguece o uso da fitoterapia no combate as doencas. De acordo com Junior (1998)
a Fitoterapia € uma terapéutica caracterizada pela utilizacdo de plantas medicinais
em suas diferentes preparacdes farmacéuticas, sem a utilizacdo especifica de
substancias ativas isoladas, ainda que de origem vegetal.

Apesar de o Brasil possuir uma diversidade muito grande de plantas, ainda é
pequeno o numero de espécie vegetal que possui estudo cientifico que comprove
sua eficacia, esse € um fator que limita a producdo de medicamentos oriundos de
plantas. De acordo com Yunes (2007), o grande problema que ainda persiste é que
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as plantas sdo entidades muito complexas, podendo possuir centenas de
metabdlicos secundarios (isso sem contar os metabdlicos primarios, sais acucares

etc.), dos quais ainda se tem um conhecimento muito limitado.

O conhecimento sobre as propriedades terapéuticas das plantas medicinais
obtidas a partir da medicina popular vem sendo acumulado durante séculos e esse
conhecimento empirico simboliza muitas vezes o Unico recurso terapéutico de varias
comunidades e grupos étnicos. Soma-se a isto o fato de que grande parte das
espécies vegetais utilizadas pela populacdo do Brasil ainda ndo possui acéo
farmacolégica comprovada, estudo quimico realizado e nem mesmo estudos

toxicologicos Bacchi (1996).

De fato muitas plantas sdo usadas popularmente no Brasil para combater
varias doengas inclusive no combate ao cancer, porem muitas vezes sua eficacia €
contestada, atribuindo-as valores mitolégicos e crencas. A utilizacdo de plantas
como medicamento deve estar fundamentada em estudos etnofarmacolégicos que,
partindo do uso tradicional e do conhecimento popular sobre as propriedades
farmacolégicas  (antitumoral, antiinflamatéria, analgésica, antimicrobiana,
antiespasmddica, antitérmica, laxativas, entre outras) de certas espécies vegetais,
indicam o potencial para o desenvolvimento de novos fitoterapicos Scopel (2005)
apud Carrenho (2009). Segundo Lorenzi (2008) a validacdo de novos farmacos
vegetais através da pesquisa é, assim, o caminho para que se possa fazer o correto
aproveitamento das plantas medicinais e seus derivados aplicados a fitoterapia.

De acordo com o Centro de Estudo Etnobotanicos e Etnofarmacoldgicos CEE
(2011) a Etnofarmacoldgia € a “Exploracdo cientifica interdisciplinar de agentes
biologicamente ativos, tradicionalmente empregados ou observados pelo homem”.
Estes estudos no Brasil constituem um grande desafio, ja que a variada flora
brasileira tem sido progressivamente destruida e a medicina popular, uma rica
mistura de conhecimentos indigenas, europeus e africanos, baseados em plantas
medicinais tropicais, torna-se cada vez mais modificada pela cultura moderna
Amorozo & Gely (1988).

1.2.2 Plantas medicinais utilizados no Brasil para o tratamento do cancer
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1.2.2.1 Annona muricata L.

A Annona muricata L. é uma arvore de grande porte originaria da América
tropical amplamente cultivada em todos os paises do continente americano inclusive
no Brasil. E popularmente conhecida como araticum, araticum-de-comer, araticum-
do-grande, araticum-manso, areticum, coracdo-de-rainha, corossol, fruta-do-conde,
graviola, graviola-do-norte, guanaba, guanababo, jaca-de-pobre, jaca-do-para,
jaqueira-mole e pinha. Muito usada na industria de alimentos no preparo de
refrescos e sorvetes, na medicina popular é usada como antidiarréica, adstringente,
vomitiva, antidiabética, espasmolitica, como agente emagrecedor e no tratamento
de alguns tipos de cénceres, Lorenzi (2008). Os estudos fitoquimicos e
farmacolégicos das folhas de Annona muricata L. resultaram no isolamento duas
novas acetogeninas annonaceous, a muricoreacina e a murihexocina que mostraram
citotoxicidades significativas em seis linhagens celulares de tumores humanos com

seletividade para o adenocarcinoma da préstata Kim et al.,(1998).

1.2.2.2 Brassica campestris.

A Brassica campestris é popularmente conhecida como mostarda, colza,
couve, falso-nabo, ruibarbo, nabeira, nabo-branco, couve-nabeira. E uma planta
herbacea anual originaria do sul da Europa, que é usada na medicina popular no
tratamento de dores nas costas, estados congestivos de pulméo e do coracgéo,
paralisias, inflamacdes nas articulagcdes e sequelas de Acidente Vascular Cerebral
(AVC) Lorenzi (2008). Estudos do pdlen de abelha da planta Brassica campestris L.
revelaram que a fragdo de extrato de cloroférmio a partir deste polen € um candidato
promissor no combate ao cancer, pois 0 mesmo apresentou citotoxicidade ao cancer
de prostata humano, por desencadear apoptose nas células tumorais, Wu & Lou (
2007).

1.2.2.3 Bidens pilosa Linné.

E uma planta herbacea anual, nativa de toda a América tropical sendo
popularmente conhecida como amor-seco, carrapicho, carrapicho-de-agulha,
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carrapicho-de-duas-pontas, carrapicho-picdo, coambi, cuambri, cuambu, erva-picao,
fura-capa, guambu, macela-do-campo, picdo, picao-amarelo, picdo-das-horas,
picdo-do-campo, picao-preto, pico-pico e piolho-de-padre. Na medicina popular é
usada no tratamento de angina, diabetes, disenteria, aftosa, hepatite, laringite,
verminose, diurética, febres, blenorragia, leucorréia, ictericia, infeccées urinarias,
vaginites e hidropsia, Lorenzi (2008). O uso da fracao cloroférmica (f-CHCIs) de
Bidens pilosa em camundongos portadores do TAE, foi capaz de aumentar o tempo
médio de sobrevida dos animais em até 40%, e ainda diminuir o numero de células
tumorais viaveis em relacdao ao grupo de controle negativo. Estudos fitoquimicos
revelaram uma ampla constituicdo quimica da Bidens pilosa, os constituintes
flavondides e poliacetilénicos, tém sido relatados como sendo constante e
majoritariamente identificados em amostras do vegetal, Grombone-Guarantini et al.,
(2005).

1.2.2.4 Caseira sylvestris swartz.

Planta comumente encontrada na America Tropical, inclusive no Brasil,
Maistro et al.,(2004). E uma arvore de pequeno porte nativa do Brasil, sendo que a
maior predominancia é na regiao sul do Brasil. Esta espécie vegetal é popularmente
conhecida como guacatonga, guacgatunga, cafezeiro-do-mato, cambroé, cafezinho-
do-mato, guacatunga-preta, pau-de-lagarto, cha-de-bugre, varre-forno, erva-de-
pontada, Lorenzi (2008). Na medicina popular é utilizada como antisséptico,
anestésico tdpico, antitérmico, antiulcerativo, antiofitico, tratamento de herpes,
sindromes diarreicas e ainda como antitumoral, Esteves et al.,(2005). Ela também é
usada no tratamento de queimaduras, ferimentos, injurias cutdneas, tendo a
caracteristica de ser, tOnica, depurativa, antirreumatica, anti-inflamatéria,
hemostatica em mucosas, Mors (2000); Ruppelt (1991). Ainda de acordo com
Panizza et al. (1998), a planta utilizada no tratamento de herpes labial e genital,
gengivites, estomatites, aftas e feridas na boca. Morita et al.,(1991), relata que foram
isoladas e identificadas dipertenos clerodamicas, 20 tipos de casearinas nas folhas
de C. sylvestris, que foram denominados com as letras do alfabeto de A a T. Dois
derivados do acido galico, o isobutil galato-3,5-dimetil éter (IGDE) e o metil galato-
3,5- dimetil éter (MGDE) (derivados da C. sylvestris), demonstraram efeito
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antitumoral in vivo sobre o tumor ascitico de Ehrlich e o carcinoma de pulmao de
Lewis, Da Silva, et al., (2009). Ha relatos de atividade antitumoral associados da
presenca de biciclogermacreno, presente no éleo essencial da planta Da Silva et al.,
(2008).

1.2.2.5 Cordia verbenacea.

E um arbusto aromatico nativo de quase todo Brasil, principalmente em areas
abertas da orla litordnea, sendo popularmente conhecido como catinga-de-barao,
cordia, erva-baleeira, erva-balieira, balieira-cambara, erva-preta, maria-milagrosa,
maria-preta, salicinia, catinga-preta, maria-rezadeira, camarinha, camaramoneira-do-
brejo. Na medicina popular é usada como antiinflamatéria, antiartritica, analgésica,
tbnica, antiulcerogénica, reumatismo, artrite reumatdide, gota, dores musculares e
da coluna, prostatites, nevralgias, e contusées, Lorenzi (2008). Ensaios in vivo com
camundongos portadores do Tumor Ascitico Ehrlich demonstraram que tanto o
Extrato Bruto (EB) quanto o Extrato Super Critico (ESC) apresentaram efeitos
antitumorais e causaram inibicdo do crescimento tumoral nos camundongos,
aumentaram também o numero de células mortas, quando comparada ao grupo de
controle negativo e ao mesmo tempo aumentaram o tempo médio de sobrevida dos
animais, Parisotto (2010). Estudos fitoquimicos de plantas pertencentes a este
género demonstraram a presenca de importantes constituintes, como flavonéides,
saponinas, triterpenos glicosilados, alcaldides, xantinas, fendis, agliconas
esteroidais, dentre outros Roldado (2008). Quispe-Condori et al.,(2007) verificaram
efeito de redugéo no crescimento celular em diversas linhagens de células, incluindo
MCF-7, quando testados extratos supercritico (ricos em a-humuleno e trans-
cariofileno) desta planta. O isolamento de dois sesquiterpenos, a-humuleno e -
cariofileno, isolados do Oleo essencial de Croton celtidifolius, inibiram
significativamente a expressdao de COX-2 e 6xido nitrico Fernandes et al.,(2007).
Diminuindo assim o risco de cancer, pois a elevada expressao COX-2 em células
tumorais pode causar alteracdo das células de adesdo da matriz extracelular,
desregulacédo do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e resisténcia da
inducéo a apoptose Subhashini (2005).
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1.2.2.6 Croton celtidifolius Baill.

Croton celtidifolius € uma arvoreta nativa da Mata Atlantica do Brasil,
popularmente conhecida como sangue-de-adave, pau-sangue, sangue-de-drago,
marmeleiro, capichingui, pau-de-sangue, tapichingui, urucurana e sangue-de-
dragao, Dalb6 (2010). Na medicina popular € usada para o tratamento de uUlcera,
reumatismo, doencas inflamatérias e antitumoral, Neiva (2008). Existem poucos
estudos sobre Croton celtidifolius, sendo que alguns trabalhos relatam seu efeito
analgésico, antioxidante e antiinflamatério Nardi et al.,(2006). Apesar de poucas
publicacbes sobre o assunto, estudos revelam que plantas do género Croton
demonstraram efeito relacionados a inibicado tumoral, de acordo com Sandoval et al.
(2002). Até o momento sdo poucas as propriedades terapéuticas j& comprovadas
cientificamente da Croton celtidifolius, segundo Nardi et al.,(2006), a casca desta
planta é rica em proantocianidinas, que por sua vez tem evidenciado propriedades
anticancerigenas por atenuar o desenvolvimento através da inducao de apoptose ou
inibicdo da proliferagdo celular. Além disso, alguns estudos demonstraram a
presenca de ciclitéis (1L-1-o-metil-mio-inositol, neoinositol e sitosterol), Mukherjee;
Axt (1984) apud Biscaro (2011), catequinas, galocatequinas, Nardi et al.,(2003) e
ainda alcal6ides e saponinas Amaral; Barnes (1997) apud Biscaro (2011).

1.2.2.7 Dodonea viscosa

E uma arvore de pequeno porte que pode ser encontrada de Sdo Paulo ao
Rio Grande do Sul, na costa litoranea desde a restinga até o alto da Serra do Mar, é
popularmente conhecida como vassoura-vermelha, vassourdo-vermelho, faxina-
vermelha, erva-de-veado, vassoura do campo, Lorenzi (2009). Na medicina popular
de acordo com Reitz (1980), ela é usada no tratamento de doencas como célicas
flatulentas, reumatismo, gota, febre e varias doencas venéreas. Além disso, atribui-
se a ela propriedades adstringente, sudorifica, purgativa e € usada também para
curar tumores, segundo Mors (2000). Estudos com o extrato das raizes da planta
Dodonea viscosa levaram ao isolamento de duas novas saponinas oleanane do tipo
triterpendide e dodoneasides A e B, esses compostos demonstraram atividade
antiproliferativa em células de cancer de ovario humano Cao et al.,(2009). A
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Dodonea viscosa possui grandes concentracoes de flavoides como quercetina e
isoramnetina, Gentie et al.,(2002).

1.2.3 Familia Asteraceae (Compositae).

A familia Asteraceae (Compositae), abrange cerca de 1100 géneros incluindo
25000 espécies, representadas na sua grande maioria por ervas, arbustos e
subarbustos, Barroso (1986). Nesta familia esta presente o género Vernonia, que é
um dos maiores e mais importante género da familia Asteraceae, contendo cerca de
1500 espécies distribuidas nas regides tropicais e subtropicais, sendo a Africa e a
Ameérica do Sul, os locais onde ha maior predominancia da planta Miserez et al.,
(1996). No Brasil existe muitas espécies de Vernonia, tamanho quantidade que
somada ao conhecimento popular, difunde cada vez mais o uso dessas plantas no
tratamento de muitas doencas. Segundo Cabreira (1980), no Brasil existe cerca de
200 espécies de género Vernonia, o uso desse género na medicina popular ndo se
restringe ao Brasil. Onde sdo usados no tratamento de disturbios gastricos, diarreia
e cefaleia, comenta Monteiro et al.,(2001) apud Carrenho (2009).

As plantas do género Vernonia sao utilizadas em varias partes do mundo,
para diferentes tratamentos de enfermidades, pois sdo diversos os constituintes
quimicos presentes nessas plantas, que tem apresentado grande importancia
farmacologia, de acordo com Awaad (1999). Segundo Vagionas et al., (2007) as
plantas do género Vernonia sdo ricas em glandulas oleiferas e apresentam
atividades microbiana e inseticida. Além disso, diversos compostos bioativos tem
sido isolados, como lactonas sesquiterpénicas (anticancer e anti plasmédica) Erasto
(2006); Pillay (2007); glicosideos esterdidais (anti-inflamatorio), Liu (2009). A familia
se destaca pela grande quantidade de constituintes quimicos que possui, como
alcaloides, cumarinas, saponinas, flavanéides, esteroides, ligndides, triterpenos. Mas
sdao os terpendides denominados lactonas sesquiterpénicas o0s compostos
caracteristicos da familia Asteraceae, Picman (1986); Awe et al.,(1998); Carvalho et
al.,(1998); Barbosa-Filho et al., (2008) apud Carrenho (2009). Assim Picman (1986),
apud Carrenho (2009) relata as principais espécies de Vernonia e suas variadas
atividades bioldgica na Tabela 1 abaixo.



Tabela 1. Atividade terapéutica das principais espécies de Vernonia

Espécie vegetal

Atividade terapéutica

Vernonia colorata

Erupcdes cutaneas.

V. kotschyana

Erupcdes cutaneas.

V. guianensis

Antihelmintica, afrodisiaca,
antidoto para envenenamento,

malaria e ictericia.

V. canescens

Hemorragia e inflamacgéo.

29

V. deppeana Auxilia na dor estomacal.

V. leiocarpa Tratamento de asma.

V. patens Vermifugo.

V. cinérea Antibacteriana.

V. amygdalina Apresentou inibicdo total do

crescimento do Sclerotium rolfsii

e infeccdes pos-emergentes.

V. condensata
Fonte dos dados: Adaptado de Picman (1986) apud Carrenho (2009).

Disturbios gastrointestinais.

1.2.3.1 Vernonia scorpioides

A V. scorpioides (Figura 2) é popularmente conhecida como assa-peixe,
piraca, enxuga, erva-de-sdo-simao, erva-de-prea, capichingui, capichingui-de-bicho,
nogueira Rauh (2008). Pertence a familia Asteraceae, € nativa do Brasil e
considerada como uma importante invasora de pastagens, principalmente nas
planicies litoraneas, onde pode formar densos aglomerados Lorenzi (2000). A V.
scorpidides € uma espécie perene, subarbustiva, com ramos numerosos,
lanuginosos medindo entre 1 e 2m de altura, folhas curtas pecioladas, ovaladas,
agudas no apice e atenuadas na base, inteiras nas margens, verdes e glabas na
pagina superior, e pardacento hirsutopubescente na pagina inferior, membranosas
Correa (1978); Reitz (1980). As inflorescéncias sao terminais, em cimeiras
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escorpiddes de capitulos sésseis e suas flores sao violaceas em namero de 20 a 30

por capitulo Lorenzi (1982).
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Figura 2: A: Vernonia scorpioides. (Lam.) Pers.; B: Detalhe do capitulo. Fotos: S.E. Martins,

adaptado de Souza (2007); C: Folha; D: Capitulo imaturo; E: Corola; F: Cipsela com papus; G:
Bracteas involucrais; H: Detalhe do lacinio. Adaptado de Souza et a/(2005) apud Souza (2007).

Tradicionalmente esta planta é utilizada por via tépica no tratamento de varias
doencas, incluindo ulceras crbnicas, alergias, irritacoes, pruridos e edemas
provocados por traumatismos ou infecgdo, nevralgia, processos inflamatérios e
lesbes cutaneas em geral Cabreira (1980); Moraes (1997). A composicao quimica da
V. scorpioides ainda ndo esta bem descrita, entretanto essa planta esta sendo objeto
de diversos estudos, até o momento foi verificado que as partes aéreas da planta
possuem um 6bleo essencial cuja composigao inclui germacreno D, transcariofileno,

limoneno, A-cardineno, biciclogermacreno, B-pineno, B-mirceno, a copaeno, a-
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humuleno e aloaroaromadendreno Toigo et al.,(2004) apud Rauh (2008). De acordo
com Buskihl (2007) apud Rauh (2008), algumas lactonas sesquiterpénicas isoladas
a partir da fracao diclorometano, como hirsotinolideos e glaucolideo (Figura 3),
apresentam atividade citotdxica in vitro sobre algumas linhagens celulares (Hela,
L929,B16F10), sendo essa acao decorrente tanto do processo de necrose quanto de
apoptose.
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Figura 3: Compostos isolados e caracterizados a partir das folhas e inflorescéncias
da Vernonia scorpioides. Hirsutinolideos (A, B, C, D) e Glaucolideo (E). Fonte:
Busklhl (2007) apud Rauh (2008).

Pagno et al.(2006), investigaram o efeito da fragéo diclorometano sobre o TAE, em
camundongos, e demonstraram a atividade antitumoral e citotoxica dessa fragéao.
Kreuger et al. (2009), demonstraram que o0 uso da subfragdo da V. scorpioides em
modelo de Sarcoma 180 causou a remissao total do tumor tratado. A administracéo
do extrato hidroalc6olico desta planta administrado intraperitonial em animais,

confirmaram as propriedades antiinflamatorias e antitumorais da V. scorpiodes,
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Dreux (2005). Estudos revelam que a atividade antitumoral da planta V. scorpioides
€ eficaz quando em contato direto com as células tumorais, chegando a eliminar o
tumor por completo Pagno (2004) apud Carrenho (2009); Blind; Moya (2005).
Entretanto, quando administrada por via oral ou por via endovenosa a atividade
antitumoral € ineficaz ou inexistente Pagno (2004); Pacheco; Junior (2005) apud
Carrenho (2009).



2.0BJETIVO

2.1.0bjetivo Geral

O presente trabalho pretendeu avaliar a atividade antitumoral in vivo do
extrato bruto etanolico e fragao cloroférmica de Vernonia scorpiodes em carcinoma
de Erlich. Bem como fazer um estudo preliminar sobre o tipo de morte celular

induzida pelo tratamento.

2.2.0bjetivos Especificos

Para atingir tal objetivo geral foram propostos o0s seguintes objetivos

especificos:

e Avaliar o efeito antitumoral in vivo do extrato bruto etanolico de
Veernonia scorpioides, utilizando o modelo do tumor ascitico de Erlich.

e Avaliar o efeito antitumoral in vivo da fragdo cloroformica de Vernonia
scorpioides, utilizando o modelo do tumor ascitico de Erlich.

e Avaliar o tipo de morte celular induzida pelo tratamento através do

ensaio de citometria de fluxo.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados para este projeto, camundongos Balb-C Isogénicos (Mus
muscullus), machos (com peso de 20 + 2 g), com aproximadamente 2 (dois) meses
de idade, obtidas através de reproducdo controlada pelo Biotério Setorial do
Laboratério de Bioquimica Experimental (LABIOEX) da UFSC. Os animais foram
alojados em caixas plasticas (30 x 17 x 13 cm), cada qual contendo 6 (seis)
individuos, forradas com maravalha, trocadas a cada 3 (trés) dias. Os camundongos
foram mantidos em condicdes ideais controladas (de temperatura 22 + 2 °C, com
ciclo claro-escuro de 12 horas, aproximadamente 60% umidade do ar), recebendo
racdo comercial e agua ad libidum. Todos os procedimentos experimentais foram
realizados cuidadosamente de acordo com as normas previstas pelo Comité de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFSC, sob protocolo de intencdo PP00774.

3.2. Coleta, caracterizacao e identificacao da planta

A planta Vernonia scorpioides foi coletada no Viveiro de Plantas Medicinais da
Universidade do Vale do Paraiba, em Sao José dos Campos, SP. Foram coletadas
amostras das partes aéreas dessa planta e encaminhadas ao laboratorio
responsavel pela preparacdo de extratos vegetais. O tratamento das amostras foi
realizado pelo grupo de pesquisa coordenado pela Dra. Maria Helena Rossi do
Instituto Bioldgico de Sao Paulo. Exsicata da planta utilizada foi identificada pela
professora Walderez Moreira Joaquim e encontra-se depositada no Laboratério de
Produtos Naturais do Instituto Biol6gico S&o Paulo com a denominagéo de MH,VS-1.
O material foi limpo e seco em estufa a 40°C, posteriormente moido em moinho de
facas.

3.3. Preparacao dos extratos

O extrato bruto etandlico e fragao cloroformica da Vernonia scorpioides foram
produzido pelo grupo de pesquisa coordenado pela Dra. Maria Helena Rossi do
Instituto Biolégico de Sado Paulo. As partes aéreas da planta selecionada foram
secas, moidas e submetidas a maceracao com etanol a frio por 3 dias, trés vezes

consecutivas. O solvente foi filtrado e evaporado sob pressao reduzida, obtendo-se
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o extrato bruto etandlico (EtOH). O extrato EtOH foi aplicado numa coluna de silica
60 e feita uma filtracdo rapida sob vacuo, utilizando-se os solventes hexano,
cloroférmio, acetato de etila e metanol, obtendo-se desta forma os fracbes Hex,
CHCI3, AcOEt e MeOH. Importante notar que no presente trabalho somente foram
testados o extrato bruto etandlico e a fragéo cloroformica, devido ao rendimento do
processo de extracdo e também a necessidade de reducdo do numero de animais a

serem utilizados nos ensaios in vivo.

3.4 Avaliacao da atividade antitumoral in vivo

3.4.1 Protocolo do modelo experimental da forma ascitica do carcinoma de
Ehrlich(TAE), tratamento com extrato bruto etanolico de Vernonia scorpioides.

Neste modelo experimental, foram utilizados camundongos Balb/c, pesando 20
t+ 2 g e distribuidos em seis diferentes grupos experimentais (n= 6): I) controle
negativo-CN (TAE + solucdo salina-SAL); II) controle positivo-CP: TAE +
Doxorrubicina; Ill) grupo tratado com extrato bruto de Vernonia scorpioides na
concentracdo de 50mg/kg/dia);IV) grupo tratado com extrato bruto de Vernonia
scorpioides na concentracdao de 100mg/kg/dia; V) grupo tratado com extrato bruto de
Veernonia scorpioides na concentracdo de 150mg/kg/dia; Inoculou-se em todos os
camundongos, 5 X 10° células tumorais no peritdnio em condigdes assépticas. O dia
da inoculacdo do tumor foi considerado dia zero (0). O tratamento dos animais
iniciou-se 24 h apods a inoculagédo das células do TAE, administrando-se doses de
extrato bruto de Vernonia scorpioides (50mg/kg, 100mg/Kg e 150mg/Kg) ou
doxorrubicina (1,2 mg/kg), durante 9 dias consecutivos. Os animais do grupo |
receberam 50 uyl de uma solucdo de solucdo salina diariamente durante 0 mesmo
periodo de tratamento. Todos os tratamentos foram realizados por via intraperitoneal
(i.p.).

No décimo dia, os animais de cada grupo foram sacrificados por deslocamento
cervical, sendo retirado o liquido ascitico para a realizagao das analises.

3.4.2 Protocolo do modelo experimental da forma ascitica do carcinoma de
Ehrlich(TAE), tratamento com fracao cloroformica de Vernonia scorpioides.
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Neste modelo experimental, foram utilizados camundongos Balb/c, pesando 20
t+ 2 g e distribuidos em seis diferentes grupos experimentais (n= 6): I) controle
negativo-CN (TAE + solucdo salina-SAL); II) controle positivo-CP: TAE +
Doxorrubicina; Ill) grupo tratado com fragao cloroformica de Vernonia scorpioides na
concentracdo de 50mg/kg/dia);IV) grupo tratado com fragdo cloroformica Vernonia
scorpioides na concentracdo de 100mg/kg/dia; V) grupo tratado com fragao
cloroformica de Vernonia scorpioides na concentracédo de 150mg/kg/dia; Inoculou-se
em todos os camundongos, 5 X 10° células tumorais no peritdnio em condicdes
assepticas. O dia da inoculagao do tumor foi considerado dia zero (0). O tratamento
dos animais iniciou-se 24 h apéds a inoculagédo das células do TAE, administrando-se
doses de fragdo cloroformica de Vernonia scorpioides (50mg/kg, 100mg/Kg e
150mg/Kg) ou doxorrubicina (1,2 mg/kg), durante 9 dias consecutivos. Os animais
do grupo | receberam 50 ul de uma solugéo de solugéo salina diariamente durante o
mesmo periodo de tratamento. Todos os tratamentos foram realizados por via
intraperitoneal (i.p.).

No décimo dia, os animais de cada grupo foram sacrificados por deslocamento

cervical, sendo retirado o liquido ascitico para a realizagdo das analises.

3.4.3 Avaliacoes morfolégicas
3.4.3.1 Avaliacao da Variacao de Peso

Para avaliar a variagdo de peso dos camundongos, foi calculada a diferenca
entre o peso final (apds os 9 dias de tratamento) e o peso inicial dos animais (peso
gue 0s mesmos apresentavam no dia da inoculagdao do tumor, dia 0). Os resultados

obtidos foram expressos em gramas Kviecinski et al.,(2008).
3.4.3.2 Avaliacao da Variacao da Medida da Circunferéncia Abdominal

Para se determinar a variacdo da circunferéncia abdominal dos
camundongos, foi calculada a diferenca entre a medida final (ap6s os 9 dias de
tratamento) e a medida inicial (medida que os mesmos apresentavam no dia da
inoculagao do tumor, dia 0) da circunferéncia abdominal dos animais. Os resultados
obtidos foram expressos em centimetros Kviecinski et al.,(2008).
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A inibicdo do crescimento tumoral foi calculado a partir da variacdo da
circunferéncia abdominal obtida com os animais controle negativo e tratados apés 9

dias de tratamento, através da seguinte férmula:

Inibicdo do crescimento tumoral (%) = variacdo da circunferéncia abdominal
no final do tratamento — variacao da circunferéncia abdominal no inicio do tratamento
/ variagao da circunferéncia abdominal apresentada pelo grupo controle negativo no
final - inicio do tratamento X 100, Kviecinski et al.,(2008).

3.4.4. Avaliacoes histocitologicas
3.4.4.1 Determinacao do volume de células compactadas

O liquido ascitico foi retirado utilizando tubos falcon graduados, o volume de
células compactadas foi determinado ap6s a centrifugacao a 1000 rpm por 5 min dos
tubos preenchidos com todo liquido retirado dos animais Kviecinski et al.,(2008).

3.5 Determinacao do tipo de morte celular induzido

O tipo de morte celular induzido pelo extrato bruto etanolico e fracéo
cloroformica de Vernonia scorpioides foi avaliada por citometria de fluxo utilizando o
kit FITC Annexin V Apoptosis Detection da BDPharmingen (San Diego, CA, USA),
seguindo as instrucdes do fabricante.

Para a execucdo deste ensaio, foram retiradas aliquotas de liquido ascitico
dos camundongos previamente tratados contendo 5 X 10° células/mL.
Posteriormente, as células foram lavadas em PBS (3X) e ressuspensas em 200 pl
do tampao de ligagdo (0.1 M Hepes/NaOH (pH 7.4), 1.4 M NaCl, 25 mM CaCl,)
previamente diluido na proporgcdo 1:10 em agua destilada. Foram adicionados 5 ul
de anexina V, seguidos de incubacdo no escuro pelo tempo de 15 min. Por fim,
foram adicionados 5 pl de iodeto de propideo e realizada a analise no citbmetro de
fluxo. A intensidade de fluorescéncia da anexina V-FITC e do iodeto de propideo
foram mensuradas utilizando um filtro de excitacao a 488 nm e de emissao na faixa
de 515-545 e 564-606 nm, respectivamente Bdpharmigen™(2011).

Para a calibracdo do citbmetro, foram utilizados trés controles: controle
normal (constituido por células retiradas de camundongos portadores do TAE e nao

tratados, a fim de se descontar a autofluorescéncia emitida pelas mesmas), controle
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positivo para apoptose (constituido por células retiradas de camundongos
portadores do TAE e tratados com doxorrubicina na concentracdo de 1,2mg/Kg) e
controle positivo para necrose (constituido por células retiradas de camundongos
portadores do TAE nao tratados e posteriormente congeladas em freezer -80°C por
20 minutos apds a sua lavagem). Os dados obtidos foram analisados utilizando o
software Winmdi.

O tipo de morte celular induzido pelos tratamentos foi classificado da seguinte
maneira: células marcadas apenas com anexina V foram consideradas em apoptose
inicial; células marcadas com anexina V e iodeto de propideo foram consideradas
em apoptose tardia; ja células marcadas apenas com iodeto de propideo foram
consideradas necroéticas. Os resultados foram expressos como percentual de células

em apoptose inicial e tardia e em necrose.



4. RESULTADOS

Nas tabelas 2 e 3 estdo apresentados os valores dos parametros
morfolégicos (variagcdo do peso corporal, variacdo da circunferéncia abdominal) e
histocistologicos (volume de células compactadas e células inviaveis / células
vidveis), ap6s o tratamento dos animais com extrato bruto etanolico e fragéao
cloroformica de Vernonia scorpioides, doxorrubicina e solugédo salina a 10% (veiculo
de diluicdo dos extratos-controle negativo). Como pode-se observar, o melhor
resultado foi observado para fracao cloroformica na concentracao de 50mg/kg/dia de
Vernonia scorpioides, onde em comparagdao com o controle negativo o tratamento foi
capaz de diminuir a variacao de peso, diminuir também a variacao da circunferéncia
abdominal, bem como a diminui¢do do volume de células compactadas, aumentando
a relagdo de células inviaveis em relagdo as células viaveis, deste modo,
evidenciando efeito antitumoral in vivo sobre as células do carcinoma de Ebhrlich.
Entretanto o tratamento realizado com o extrato bruto etanolico de Vernonia
scorpioides descrito na tabela 2, ndo se mostrou eficaz, ficando muito parecido com
o controle negativo.

Ao término dos experimentos realizados in vivo durante 9 dias, um estudo
comparativo entre os tratamentos com o extrato bruto etanolico conforme figura 4,
onde observa-se que nao houve inibicdo do crescimento tumoral induzido pelos
tratamentos com diferentes concentracées do extrato bruto etanolico de Vernonia
scorpioides em camundongos transplantados com o Tumor Ascitico Ehrlich.
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Tabela 2. Efeito do extrato bruto etandlico de Vernonia scorpioides. A (50mg/kg/dia); B (100
mg/kg/dia) e C (150 mg/kg/dia) sobre parémetros morfocitolégicos em camundongos em

camundongos isogénicos Balb-C inoculados com TAE sobre os parametros morfoldégicos dos

animais.
) Controle Controle Extrato bruto etandlico (mg/kg/dia)
Parametro Negati Positi
egativo ositivo A B c
L 9,58 + 8,86 = 9,70 £
Variacao do peso corporal (g) 7,78 £ 1,05 -0,19 £ 0,66™**
1,04 1,15 1,54
Variacéo da circunferéncia 2,83+ 2,58 + 3,06 £
1,60 + 0,40 -0,65 + 0,22***
abdominal 0,34 0,26 0,34
) 4,41 3,58 + 4,66 =
Vol. de células compactadas (mL) 4,66 + 0,52 -
0,97 0,74 1,03
Células inviaveis / células viaveis 0,03 - 0,05 0,04 0,05

Nota: Os resultados foram expressos como Média + Desvio Padrdo, n = 6. (*** ) representa a diferenca
estatistica (p < 0,001 e p < 0,01) nos grupos tratados com o extrato bruto etandlico de Vernonia scorpiodes em
relagdo ao controle negativo tratado somente com solugao salina. C. Positivo: grupo controle positivo tratado com
doxorrubicina (1,2 mg/kg). A-(Tratamento com extrato bruto etanolico de Vernonia scorpioides na concentragéo
de 50mg/kg/dia), B-(Tratamento com extrato bruto etanolico de Vernonia scorpioides na concentragdo de
100mg/kg/dia) e C-(Tratamento com extrato bruto etanolico de Vernonia scorpioides na concentragdo de
150mg/kg/dia).

Tabela 3 Efeito fragédo cloroformica de Vernonia scorpioides. A (50mg/kg/dia); B (100 mg/kg/dia) e C
(150 mg/kg/dia) sobre paradmetros morfocitologicos em camundongos em camundongos isogénicos

Balb-C inoculados com TAE sobre os parametros morfoldgicos dos animais.

Fragao cloroférmica (mg/kg/dia)

N . Controle
Parametro Controle Negativo Positi
ositivo A B c
Variacao do peso corporal (g) 10,03 £ 0,29 -0,12+ 0,35 7,69+3,12 10,48+0,96 9,84 +£0,03
Variacao da circunferéncia abdominal 2,66 + 0,08 -0,76+0,01*** 1,87+1,06 3,14+0,42 2,47+0,18
Vol. de células compactadas (mL) 4,40 £ 1,14 - 4,00+1,81 550+1,22 5,00+2,26
Células inviaveis / células viaveis 0,008 - 0,028 0,019 0,013

Nota: Os resultados foram expressos como Média + Desvio Padrao, n = 6. (***) representam diferencga estatistica
(p < 0,001 e p < 0,01) nos grupos tratados com a fracdo cloroformica de Vernonia scorpioides em relagdo ao
controle negativo tratado somente com solugdo salina. C. Positivo: grupo controle positivo tratado com
doxorrubicina (1,2 mg/kg), A-(Tratamento com a fragé@o cloroformica de Vernonia scorpioides na concentragao de
50mg/kg/dia), B-(Tratamento a fragéo cloroformica de Vernonia scorpioides na concentragdo de 100mg/kg/dia) e
C-(Tratamento a fragao cloroformica de Vernonia scorpioides na concentragdo de 150mg/kg/dia).
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Figura 4. Inibicdo do crescimento tumoral induzido pelo tratamento com extrato bruto etanolico de
Vernonia scorpioides (50, 100 e 150 mg/kg/dia) em camundongos em camundongos isogénicos Balb-
C inoculados com TAE, com base na variagédo da circunferéncia abdominal. (***) representa diferenca

estatistica em relacdo ao grupo controle negativo (CN). Os resultados foram expressos como Média +
Desvio Padrao, n=6.
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Figura 5. Inibicdo do crescimento tumoral induzido pelo tratamento com a fragdo cloroformica de
Vernonia scorpioides (50, 100 e 150 mg/kg/dia) em camundongos isogénicos Balb-C inoculados com
TAE, com base na variagdo da circunferéncia abdominal. (***) representa diferenca estatistica em

relagdo ao grupo controle negativo (CN). Os resultados foram expressos como Média = Desvio
Padrao, n=6.
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Por outro lado os experimentos realizados in vivo durante 9 dias, um estudo
comparativo entre os tratamentos com a fragdo cloroformica foi realizado conforme
figura 5, onde observa-se que a inibicdo do crescimento tumoral induzido pelos
tratamentos com a fracado cloroférmica de Vernonia scorpioides em camundongos
portadores do Tumor Ascitico Ehrlich, com base na variagdo da circunferéncia
abdominal, foi maior na concentragdo de 50mg/Kg.

As analises de citometria (Figura 6) para determinacao do possivel tipo de
morte celular envolvidos no tratamento de camundongos transplantado com o tumor
ascitico de Erlich com o extrato bruto etandlico demonstraram que o numero de
células apotoéticas(Tabela 4) foram pouco significativo confirmando os dados obtidos
com a medida da inibicdo do crescimento do tumor.
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Figura 6. Citometria de fluxo da Vernonia scorpioides. A (Controle negativo); B (50mg/kg/dia de
extrato bruto etandlico); C (100mg/kg/dia de extrato bruto etandlico); D (150mg/kg/dia de extrato bruto

etandlico) em camundongos isogénicos Balb-C inoculados com TAE.
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Tabela 4. Percentual de células apoptéticas e necréticas obtidos apds o tratamento
com extrato bruto etandlico de Vernonia scorpioides em camundongos isogénicos
Balb-C inoculados com TAE, nas concentracbes de 50mg/kg/dia, 100mg/kg/dia e
150mg/kg/dia.

Tratamentos Percentual Percentual Percentual de células
de células de células apoptoticas (%)
viaveis necroticas

(%) (%)
Apoptose Apoptose Total de
Inicial Tardia células
Apoptéticas

CTL 99,47 0,10 0,13 0,29 0,42
50 mg/kg/dia 91,69 4,82 0,79 2,71 3,50
100 mg/kg/dia 89,81 3,42 1,14 5,63 6,77
150 mg/kg/dia 89,23 5,30 0,48 4,99 5,47

Os resultados obtidos com o ensaio de determinacao do tipo de morte celular
induzido pela fragéo cloroformica de Vernonia scorpioides séo ilustrados na figura 7
e descritos na tabela 5. Os dados obtidos referem-se aos tratamentos das células
do carcinoma de Ehrlich com fragdo cloroformica de Vernonia scorpioides nas
concentracdes de 50, 100 e 150mg/kg/dia ap6s 9 dias de tratamento, além dos
controles positivo e negativo e anexina positivo. Foi observado que o melhor
resultado foi apresentado pelo tratamento com 50mg/kg/dia, onde o mesmo
apresentou um total de 96,03% de células apoptoticas sendo que destas 95,49%
apontam para apoptose tardia, assim, apresentou um baixo percentual de células
vidveis, ou seja, apenas 2,58% das células estavam vivas deste modo, evidenciando
possivel atividade antitumoral da fracédo cloroformica de Vernonia scorpioides. O fato
intrigante € que curiosamente os tratamentos com fragdes maiores (100 e
150mg/Kg/dia) que na l6gica deveriam apresentar um resultado melhor, nao
apresentaram resultados significativos, ou seja, nao tiveram atividade apoptética

relevante.
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Figura 7. Citometria de fluxo da Vernonia Scorpioides. A (Controle negativo); B (Pl Positivo); C

(Anexina Positivo); D (50mg/kg/dia de fragdo cloroformica); E (100mg/kg/dia de fragdo cloroformica);

F (150mg/kg/dia de fragéo cloroformica) em camundongos isogénicos Balb-C inoculados com TAE.

Tabela 5. Percentual de células apoptéticas e necréticas obtidos apds o tratamento

com fracao cloroférmica de Vernonia scorpioides em camundongos isogénicos Balb-

C inoculados com TAE, nas concentracbes de 50mg/kg/dia, 100mg/kg/dia e

150mg/kg/dia.
Tratamentos Percentual Percentual Percentual células
de células de células apoptéticas (%)
viaveis necréticas
(%) (%)
Apoptose Apoptose Total de
Inicial Tardia células
apoptoticas
CTL 98,69 0,15 0,44 0,71 1,15
50 mg/kg/dia 2,58 1,39 0,54 95,49 96,03
100 mg/kg/dia 90,25 1,11 5,23 3,40 8,63
150 mg/kg/dia 78,50 0,06 19,32 2,12 21,44




5- DISCUSSAO

Segundo a WHO (2011),0 cancer é responsavel por mais de 7 milhées de
mortes por ano, representando cerca de 13% de todas as mortes do mundo, e é
considerado um importante problema de saude publica. Apesar de incessantes
esforgos das pesquisas cientificas e clinicas na area, na medicina atual ndo existe
uma abordagem terapéutica capaz de fazer regredir totalmente as diferentes
manifestacdes desta enfermidade sem que haja efeitos colaterais ao paciente. Na
medicina popular existem muitas plantas que sdo usadas no combate desta doencga,
porem a eficacia das plantas utilizadas é contestavel, pois muitas delas sao
atreladas a conhecimentos populares, sem que haja uma comprovacéao cientifica de
suas propriedades medicinais. A V. scorpioides objeto de estudo deste trabalho, é
utilizada na medicina popular no tratamento de entre outras doencgas, as afeccoes

cutaneas, e ao cancer, Moraes (1997); Cabreira (1980).

Desta forma, o estudo da atividade antitumoral da V. scorpioides seria
interessante para comprovacao da eficacia desta espécie vegetal no combate ao
cancer, afim de validar as propriedades a ela atribuida quando do seu uso popular,
que tradicionalmente lhe atribui o poder de cura de doencas relacionadas com o
cancer. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi investigar a atividade
antitumoral da V. scorpioides em carcinoma de Erlich.

Varias espécies do género Vernonia sdo utilizadas na medicina popular, e a
partir deste género varios compostos ja foram isolados, tais como flavondides,
esterodides e polissacarideos, Nergard et al.,(2004); Huang et al., (2003); Tchinda et
al.,(2003) apud Rauh,(2008). Um exemplo é o estudo do extrato de folhas de
Vernonia amydalina, onde o extrato aquoso apresentou uma potente inibicado da
sintese de DNA, sugerindo que a planta tenha o poder de prevenir e eliminar o
cancer, lzevbigie (2003) apud Rauh (2008).

Aos flavonoides também é atribuida entre outras, a atividade antioxidante,
sendo que essa é decorrente da capacidade desses compostos atuarem como
sequestradores de espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio Sadik et al.,(2003)

apud Rauh (2008). Segundo Pérez; Garcia(1996), nas doencas inflamatérias os
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niveis de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) estdo aumentadas. Estudos
revelam que o Extrato Etandlico de Vernonia Scorpioides (EEVS), tem uma
capacidade de reduzir os niveis teciduais de ROS maior do que o acido a-lipdico, um
potente oxidante, Ho et al.,(2007) apud Rauh (2008). O fato do EEVS entre outras
funcdes ser capaz de inibir a formagcédo de ROS durante o processo inflamatério leva
a possibilidade de que compostos presentes no EEVS podem apresentar atividades
que atuem na prevencao de doencas relacionadas com um desequilibrio do estado
oxi-redutivo em nivel de referéncia celular, como por exemplo o cancer de pele
Rahul (2008).

O género Vernonia produz metabdlicos tipicos da familia Asteraceae, alguns,
ja tiveram investigagéo cientifica comprovando seus poderes, é o caso das lactonas
sesquiterpénicas (LS), que possuem atividade citotoxica ja descrita Kuo et al.,(2003);
Pagno et al.,(2006). Em estudos prévios o 6leo de V. scorpioides apresentou
elevado teor do sesquiterpeno (E)-cariofileno cerca de 30,6%, Albuquerque (2008).
Além disso, algumas LS demonstraram atividade citotoxica em culturas de células
de melanoma Buskihl (2007); Pagno et al.,, (2006) apud Rauh (2008). Segundo
Kumari (2003) as propriedades citotéxicas antitumorais atribuidas a Vernonia se
devem a presenca de lactonas sesquiterpénicas. Chem et al. (2007) relata que
estudos demonstram que as lactonas sesquiterpénicas sado responsaveis pela
ativacdo de caspases envolvidas na apoptose. De acordo com Buskuhl (2007);
Kreuger et al. (2009) a agdo antitumoral, pode ser em parte, devido a Lactonas
sesquiterpénicas contidas no extrato, aos quais ja apresentam atividade antitumoral
ja descrita na literatura.

Apesar de tudo, o mecanismo exato que leva as lactonas sesquiterpénicas
terem atividade antitumoral in vivo ainda ndo esta bem elucidada Rozenblat et al.
(2008). Nos tumores, a resisténcia aos quimioterapicos é principalmente atribuida ao
dano ao DNA e a incapacidade da célula de reparar este dano, desencadeando o
processo apoptético Rozenblat et al., (2008). O mecanismo de acao antitumoral
mais recente evidenciado na literatura para as lactonas sesquiterpénicas € a inibicao
do Fator Nuclear Kappa B (NF_Kappa B), responsavel pela ativacdo de diversos
genes, inclusive 0os genes responsaveis pela inibicdo da multiplicacéo celular e pela
apoptose Muller et al.,( 2004).



47

Recentes estudos mostram que muitos farmacos antineoplasicos ou agentes
quimioterapicos atuam diretamente prevenindo a promoc¢ao e progressao do tumor
por dano direto ao DNA Chem et al.,(2007).

Portanto, varios autores ja identificaram o efeito das lactonas
sesquiterpénicas em varias linhagens de células tumorais, interferindo na
progressdo do ciclo celular e induzindo a morte celular por apoptose Song et
al.,(2005); Chen et al.,(2006);Tabopta et al.,(2007);Chang-long et al.,(2008);
Anderson et al.,(2008); Rezeblat et al.,(2008) apud Carrenho (2009).

Os resultados obtidos com o presente trabalho ndo evidenciaram a atividade
antitumoral in vivo do extrato bruto etanolico da Vernonia scorpioides uma vez que
os tratamento com doses crescente do extrato (50, 100 e 150 mg/kg/dia) ndo foi
capaz de inibir o crescimento do tumor ascitico de Erlich implantado em
camundongos. Curiosamente, a fracdo cloroformica da Vernonia scorpiodes na
menor concentracdo testada (50 mg/kg/dia) apresentou importante atividade
antitumoral uma vez que causou significativa reducado do crescimento do tumor bem
como elevado indice de células tumorais em apoptose inicial e tardia. Entretanto, ao
se elevar a concentracdo da fracao cloroformico houve uma reversdo do efeito
antitumoral. Tendo em vista que como foi citado anteriormente esta planta possui
importante atividade antioxidante é possivel especular que talvez em dose elevadas
ocorra um efeito citoprotetor dos diversos flavondides presentes na planta. Por outro
lado em concentragcbes menores predominaria o efeito citotoxico das lactonas
sesquiterpénicas o que levaria a maior citoxicidade por ativacdo das vias da
apoptose. Portanto, melhores estudos utilizando concentragcbes menores de extrato
bruto etanolico e fracao cloroformica da Vernonia scorpioides seriam necessarios
para investigar esta hipétese.

Também é importante notar que o uso popular de Vernonia scorpiodes para o
tratamento de tumores esta associado a preparacbes farmacéuticas aquosas a
fresco. E 0s ensaios realizados no presente trabalho foram realizados com extratos
etanolico e cloroformico sendo necessario a realizagdo dos mesmo ensaios
anteriormente relatados com o extrato aquoso a fresco para se averiguar o potencial
antitumoral da planta.

Por fim, um estudo fitoquimico mais aprofundado, poderia isolar e identificar
as substancias presentes na Vernonia scorpioides a fim de determinar quais

compostos teria efeito pré-apoptotico e citoprotetor.



6-CONCLUSAO

Os resultados dos ensaios de atividade antitumoral in vivo demonstraram que
a fracéo cloroformica de Vernonia scorpioides quando na menor concentracao
testada (50mg/kg/dia durante 9 dias), apresentou maior atividade antitumoral,
uma vez que foi capaz de reduzir o ganho de peso e a circunferéncia
abdominal, o volume do liquido ascitico, alem de gerar um aumento na
proporcéo de células inviaveis/células viaveis, da média dos animais tratados

e portadores do tumor ascitico de Ehrlich.

A morte celular induzida pela fracao cloroférmica de Vernonia scorpioides que
apresentou melhor resultado (50mg/kg/dia durante 9 dias) foi apoptose, com

predominio da apoptose tardia.

O tratamento com extrato bruto etandlico de Vernonia scorpioides, nao
demonstrou atividade antitumoral significativa em todas as concentracdes

testadas.
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