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RESUMO

Synadenium umbellatum Pax € uma planta pertencente a familia Euphorbiaceae,
conhecida popularmente como “cola-nota”, “milagrosa” e “cancerola”. E usado
empiricamente como “‘remédio natural” para o combate ao cancer. Neste trabalho
avaliou-se a atividade antitumoral e antiangiogénica in vitro e in vivo do extrato bruto
etandlico e das fragdes cloroférmica e hexanica de S. umbellatum. Testes in vitro de
avaliagdo de citotoxicidade foram realizados, usando os métodos de reducdo do
MTT e de exclusao do azul de Tripano, utililizando células do tumor ascitico de
Ehrlich e da linhagem K-562. Ensaios in vivo de atividade antitumoral e
antiangiogénica foram realizados usando o modelo experimental do tumor ascitico
de Ehrlich, em camundongos Swiss. O extrato bruto etandlico foi testado nas doses
5, 10 e 25 mg/kg/dia, enquanto a fragao cloroférmica foi testada nas doses 1,2; 2,3 e
5,8 mg/kg/dia e a fracdo hexanica nas doses de 0,4; 0,8 e 1,9 mg/kg/dia, por 10 dias.
Os resultados obtidos mostraram atividade citotoxica de forma concentragcéo-
dependente, apresentando pelo método de MTT as concentragdes inibitdérias 50%
(Clso) 0,4; 0,1 e 0,08 mg/ml para o extrato bruto etandlico, fracdo cloroférmica e
fracdo hexanica, respectivamente. Ja no teste de exclusdo do azul de Tripano, a
inibicao celular foi de 75, 68 e 80% e 95, 58 e 64% para as células do tumor ascitico
de Erlich e linhagem K-562, respectivamente. O extrato bruto etandlico na dose de
25 mg/kg/dia aumentou a sobrevida dos animais paralelamente com a reducao do
namero de células tumorais, além de apresentar atividade sobre a angiogénese do
tumor e reduzir os niveis de fator de crescimento endotelial vascular. As fracoes
cloroférmica e hexanica, nos ensaios in vivo, nao apresentaram resultados
significativos. Assim, pode-se concluir nas condicdes deste estudo, que o S.
umbellatum apresenta atividade antitumoral e antiangiogénica.

Palavras-chaves:  Synadenium  umbellatum; antitumoral;  antiangiogénica;
citotoxicidade; sobrevida; Fator de Crescimento Endotelial Vascular.



ABSTRACT

Synadenium umbellatum Pax is a vegetable belonging to Euphorbiaceae, popularly
known as “cola-nota”, “milagrosa”, and “cancerola”, is empirically used as a “natural
remedy” for fighting cancer. In this study we assessed the antitumoral and
antiangiogenic activity in vitro and in vivo of ethanolic crude extract and hexanic and
chloroformic fractions of S. umbellatum. Citotoxicity assessment tests in vitro were
carried out through MTT reduction and Trypan blue exclusion methods, by using
Ehrlich ascitic tumor cells and K-562 lineage. Antitumoral and antiangiogenic activity
in vivo essays were carried out through Ehrlich ascitic tumor experimental model in
Swiss mice. Ethanolic crude extract was tested in 5, 10 and 25 mg/kg/day doses,
whereas chloroformic fraction was tested in 1.2; 2.3 and 5.8 mg/kg/day doses, and
hexanic fraction in 0.4; 0.8; and 1.9 mg/kg/day doses, for 10 days. The results
showed concentration-dependent citotoxic activity, presenting through MTT method
the inhibitory concentrations of 50% (Cl *°) 0.4, 0.1, and 0.08 mg/ml for ethanolic
crude extract, chloroformic and hexanic fractions, respectively. And in the Trypan
blue exclusion test, cell inhibition was 75%, 68%, and 80%, and 95%, 58%, and 64%
for Ehrlich ascitic tumor cells and K-562 lineage, respectively. Ethanolic crude extract
in the 25mg/kg/day dose increased the animals survival rate, parallely with the
reduction of the amount of tumoral cells, beyond present activity on the tumor
angiogenesis, and reduce vascular endothelial growth factor levels. Chloroformic and
hexanic fractions, in in vivo essays, did not present significant outcomes. Thus, can
conclude in the condition this study, that S. umbellatum shows antitumoral and
antiangiogenic activity.

Key words: S. umbellatum, antitumoral, antiangiogenic, citotoxicity, survival rate,
Vascular Endothelial Growth Factor.
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1 INTRODUCAO

Os vegetais fazem parte da vida do homem desde os primérdios como
fonte de alimento, vestuario, habitacado, utilidades domésticas, defesa, ataque, na
producdo de meios de transporte, e como meio restaurador da saude. Nos dias
atuais, eles representam uma das alternativas entre as diversas fontes de insumos
necessarios a existéncia da sociedade, tendo como principal vantagem o fato de ser
uma fonte renovavel e em grande parte possivel de ser controlada pelo ser humano
(SCHENKEL; GOSMANN; PETROVICK, 2003).

A utilizacao de plantas com fins medicinais, tanto para o tratamento de
doencas, como para sua prevencao, € uma das formas mais antigas de pratica
medicinal da humanidade (VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).

Até o século XIX, os recursos terapéuticos eram constituidos,
principalmente, por plantas e extratos vegetais, estes constituiam a maioria dos
medicamentos que naquela época pouco se diferenciavam dos remédios utilizados
na medicina popular (SCHENKEL; GOSMANN; PETROVICK, 2003).

No Brasil, o uso de plantas medicinais é bem difundido, principalmente na
zona rural, como fonte primaria para o tratamento da maioria das doencas
(NAPOLITANO et al., 2005).

No inicio do século passado, esses recursos comecaram a ser estudados
cientificamente e se estabeleceu paulatinamente a tendéncia de utilizacdo das
substancias ativas isoladas — os principios ativos, tais como, o0 uso de quinina em
lugar do extrato de quina, da digoxina e digitoxina em substituicdo ao extrato de
digitalis, gerando vantagens relativas a sua utilizacao, como reproducao dos efeitos,

composi¢do constante, maior eficacia e seguranga. Porém, a toxicidade destas
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substancias passou a ser uma preocupacao adicional. Alguns protétipos (morfina,
efedrina, atropina, digoxina, etc.), foram desenvolvidos, representando uma grande
possibilidade de intervencado terapéutica (BARREIRO; FRAGA, 2004). Estes
compostos tornaram a terapéutica mais rica e continuam ainda sendo muito util no
tratamento das doencas (SCHENKEL; GOSMANN; PETROVICK, 2003).

A idéia principal na indicagao do uso de fitoterapicos na medicina humana
nao €& substituir os medicamentos alopaticos, mas aumentar as opcoes terapéuticas,
oferecendo medicamentos equivalentes, talvez de menor custo, com espectro de
acao melhorado e aumentando e/ou complementando o arsenal terapéutico ja
existente, e, possibilitando assim, o tratamento e a cura de diversas doencas (LAPA
et al., 2003). Por sua vez, no século XX, aconteceram avancos extraordinarios na
descoberta de drogas dotadas de propriedades antineoplasicas, como o uso da
mostarda nitrogenada, os alcaldides da vinca, podofilotoxinas, paclitaxel, etc.
(YOUNES; VARELLA; SUFFREDINI, 2000). A partir dos anos 50, a identificacdo e o
desenvolvimento de novos compostos para quimioterapia anticancer foram dirigidos,
principalmente por programas de triagem de plantas, o que fez com que novos
agentes fossem identificados, como o paclitaxel (Taxus brevifolia Nutt.) e o alcaldide
camptothecina (Camptotheca acuminata Decne) (VOSS; EYOL; BERGER, 2006).

Nesta perspectiva, as descobertas de maior impacto deram origem a um
numero significante de substancias ativas, que foram testadas e estdo sendo usadas
na clinica, como por exemplo, a vincristina, a vimblastina, vinorrelbina - derivados de
Catharanthus rosea (L.) G. Don, etoposideo, teniposideo - isolados de Podophylun
peltatum L.; irinotecano, topotecano - derivados de Camptotheca acuminata;

paclitaxel e docetaxel — originados de Taxus brevifolia (MANS; ROCHA;
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SCHWARTSMANN, 2000; SCHWARTSMANN et al., 2002 ; SRIVASTAVA et al.,
2005; VOSS; EYOL; BERGER, 2006).

Tais descobertas confirmam a importancia da pesquisa cientifica, através
de estudos quimicos, farmacoldgicos, toxicolégicos de plantas, viabilizando novos
achados com aplicacao terapéutica nas diversas areas da medicina. Um grande
namero de agentes anticAncer, provenientes de plantas e outras fontes naturais
foram descobertos, mas o desenvolvimento de farmacos seguros, econémicos e
com agao sitio especifica, é ainda, um grande desafio (SRIVASTAVA et al., 2005).

Os produtos naturais provavelmente representam a fonte mais abundante
e que oferecem maior possibilidade de encontrar substancias com estrutura,
poténcia, eficiéncia, mecanismo de acao diferente, daquelas, até hoje, estudadas e
descritas (SCHWARTSMANN et al., 2002).

A importancia da pesquisa de produtos naturais é confirmada com os
nameros, que mostram que 40% dos medicamentos disponiveis na terapéutica
atual, foram desenvolvidos de fontes naturais, sendo 25% destes, de plantas.
Somente no periodo de 1983-1994, das 520 novas drogas aprovadas pelo Food and
Drug Administration, 220 (39%) foram desenvolvidas a partir de produtos naturais.
Além disso, 1/3 dos medicamentos mais prescritos e mais vendidos no mundo foram
desenvolvidos a partir de produtos naturais (CALIXTO, 2003). No caso dos farmacos
antineoplasicos e antibiéticos, mais que 60% desses farmacos sdo provenientes de
fontes naturais (SCHWARTSMANN et al., 2002).

A incorporagdo desses novos agentes antitumorais a terapéutica foi
apontada por muitos pesquisadores como o argumento da potencialidade que as

plantas, os animais e os microorganismos apresentam (LAPA et al., 2003).
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No entanto, apesar da grande expansdo da selecdo medicamentosa
anticancer, varios tumores, principalmente os soélidos, ainda ndo dispéem de
tratamento quimioterapico adequado, e muitos ja apresentam resisténcia ao arsenal
terapéutico existente (YOUNES; VARELLA; SUFFREDINI, 2000).

Devido aos produtos naturais, foi possivel também, entender os
fendbmenos complexos relacionados a biologia celular e molecular e a
eletrofisiologia, permitindo a identificagdo e a clonagem de certas enzimas,
receptores, canais ibnicos e outras estruturas biolégicas, possibilitando a industria
farmacéutica, meios de desenhar novas drogas, mais seletivas e mais eficazes
contra as doencgas de maior complexidade (CALIXTO, 2000).

De acordo com a Organizagao das Nacoes Unidas, na década de 90, 65-
80% da populacdo de paises em desenvolvimento dependiam das plantas
medicinais como Unica forma de acesso aos cuidados basicos de saude (VEIGA
JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005). Acredita-se que este fato, deva-se aos muitos
obstaculos que as populacdes carentes tém que enfrentar para ter acesso a
medicina convencional alopatica, que vao desde o dificil acesso, aos atendimentos
nas unidades hospitalares, bem como a realizacdo de exames e a falta de
medicamentos gratuitos, associados a facilidade de obtencao e a tradicdo do uso de
plantas medicinais.

E do conhecimento de todos que a maioria da populacdo de baixa renda
recorre as plantas medicinais como o Unico alivio para seus males. E nesse contexto
social que as plantas medicinais e fitoterapicas adquirem importancia como agentes
terapéuticos e, por isso, devem ser estudados seguindo 0os mais modernos métodos

de andlises, de forma a oferecer a populacdo informacdes precisas a cerca da
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indicacao correta, do uso racional e dos possiveis efeitos téxicos, fornecendo assim,
opcdes mais acessiveis e mais seguras ao combate de suas doencgas.

No Brasil, as plantas medicinais da flora nativa sdo consumidas com
pouca ou nenhuma comprovagao de suas atividades farmacoldgicas, por usuarios
ou comerciantes, e estas, sdo encontradas livremente nas lojas de produtos
naturais, feiras, farmacias; a grande maioria sem o menor controle de qualidade e se
quer sanitario (VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005). Este quadro é preocupante,
visto que as plantas, produtos naturais, podem ser tdxicas, apresentar efeitos
adversos, tanto quanto os medicamentos alopaticos.

A toxidade das plantas medicinais € um problema sério de saude publica,
ja demonstrado por varios casos de intoxicacao divulgados na imprensa, e também,
de forma cientifica (VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).

Devido ao perigo que as plantas possam apresentar, por serem muitas
vezes, 0 prototipo de substancias potencialmente terapéuticas, acredita-se que os
pesquisadores, a imprensa e as instituicdes de ensino devam pesquisar e divulgar
0s riscos que a populacédo esta exposta quando fazem uso das plantas medicinais

ou fitoterapicos, sem o conhecimento prévio da sua utilizagéo.

1.1 Synadenium umbellatum Pax

A espécie botanica Synadenium umbellatum Pax, pertence a ordem
Geraniales e a familia Euphorbiaceae. Esta familia compreende cerca de 290
géneros e aproximadamente 7.500 espécies. Os maiores centros de dispersao
encontram-se nos trépicos, continente americano e africano (ORTENCIO, 1997).

Sao plantas de habito variado, existindo ervas, subarbustos, arvores, e também,
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trepadeiras, com folhas alternadas inteiras ou partidas, em geral com estipulas,
latescentes ou ndo, o latex obtido das folhas ou do caule, pode ser incolor ou leitoso
com graos de amido em forma de fémur muito caracteristico e apresenta um pH
acido (JOLY, 1977). As Euforbiaceas produzem albumindides toxicos, sendo a ricina
0 mais conhecido (QUER, 1962).

Dentro da familia Euphorbiaceae existem muitas plantas com elevada
toxicidade, dentre as espécies botanicas mais relatadas como responsaveis por
ocorréncias de intoxicacoes. Cinco delas pertencem a esta familia, sendo elas a
Euphorbia milii Des Moul (coroa de cristo, cristo gigante); Euphorbia tirucalli L.
(graveto do cao, figueira do diabo, dedo do diabo); Jatropha curcas L. (Pinhdo de
purga, pinhdao paraguaio, pinhdo bravo, purgdo de cavalo); Ricinus communis L.
(carrapateira, ricino, mamoeira, palma de cristo, carrapato); Manihot utilissima Pohl
(mandioca amarga, mandioca branca) (BRASIL, 2006).

O género Euphorbia, que da nome a familia, é atipico, marcado por uma
inflorescéncia de flores reduzidas, rodeadas por bracteas e glandulas. A coroa-de-
cristo € um representante deste género muito cultivado como planta ornamental
(BRASIL; 2006).

O uso na medicina popular de plantas da familia Euphorbiaceae no
tratamento de cancer tem se difundido mundialmente. Os compostos com atividade
farmacoldgica geralmente s&o isolados de folhas e do latex da maioria das espécies
(VALADARES et al., 2006a).

A Euphorbia nivulia Buch-Ham mostrou atividade citotéxica sobre Colo
205 (células de adenocarcinoma), mi2 e células da linhagem Mieloblasticas
Esqueléticas (CEM); a Euphorbia tirucalli apresentou efeito antitumoral em animais

portadores do tumor ascitico de Ehrlich (TAE) e tratados com o extrato da planta
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(VALADARES et al., 2006b). Por outro lado, trabalhos na literatura atribuem ao latex
da E. tirucalli L. efeito carcinogénico e/ou modulador de carcinogénese (MACNEIL et
al., 2003; VALADARES et al., 2006b).

Também pertencente a esta familia, o Phyllantus amarus Schumach. &
Thonn. que apresentou agao sinérgica com ciclofosfamida (CTX), reduzindo tumor
sélido em animais, além dos efeitos téxicos da CTX, agindo, desta forma como um
quimioprotetor. Esta planta, também apresentou atividade antiviral e radioprotetora
(KUMAR; KUTTAN, 2005).

O S. umbellatum é conhecido popularmente como “cola-nota”, "avelés”,

“milagrosa”, “cancerola”, sendo o latex empiricamente e amplamente utilizado na

forma de solugdo aquosa para o tratamento de cancer como segue:

Colocar 18 gotas do latex em 1L de agua e conservar na geladeira. Tomar
pela manhd, a tarde e a noite um calice de licor ou uma xicarazinha de café.
Ou substituir a agua pela solugdo bebendo varias vezes ao dia. Usar
sempre para cura e prevengao (ORTENCIO, 1997).

No Brasil, de acordo com Orténcio (1997), a S. umbellatum tem sido
utilizada, pela populacdo, para o tratamento de varias enfermidades, tais como,
alergia, cancer, diabetes, gripe, hemorragias internas, Ulcera nervosa, célicas
menstruais, dores no corpo, etc. Na literatura, existem relatos que outras espécies
de Synadenium sp, tém sido extremamente usada na medicina popular para o
tratamento de um grande numero de patologias, incluindo desordens inflamatoérias,
sem nenhuma evidéncia cientifica (ROGERIO et al., 2007).

Da espécie Synadenium grantii Hook f., foi isolado e purificado uma
lecitina do latex, com atividade de hemaglutinagdo (PREMARATNA;
SHDAKSHARASWAMY; NANJAPPA, 1984a); algumas propriedades biol6gicas na
lecitina também foram detectadas, dentre elas, a supressao do crescimento tumoral

do fibrosarcoma e inibicdo da sintese de proteina em células de sarcoma ascites
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Yoshida (PREMARATNA; SHDAKSHARASWAMY; NANJAPPA, 1984b); deste
vegetal, também foi isolado o composto éster de 4-deoxiforbol, que & um produto
irritante a pele (KINGHORN, 1980) e compostos triterpendides, como eufol, tirucalol
e euforbol (UZABAKILIHO; LARGEAU; CASADEVALL, 1987). Esteres diterpeno tipo
tigliano, também estao presentes no latex de Synadenium grantii e representa um
aspecto quimiotaxondmico das Euphorbiaceas (BAGAVATHI; SORG e HECKER,;
1988). Esta espécie é rica em enzimas proteoliticas, Menon et al. (2002) isolaram e
caracterizaram duas serino-proteases do latex de S. grantii, e também, uma
glicoproteina com atividade fibrinolitica humana, a qual pode ser de importancia no
processo da homeostasia (RAJESH et al., 2006).

A Synadenium cupulare (Boiss.) L.C. Wheeler, em estudo in vitro,
apresentou inibicao da sintese de prostaglandina (JAGER; HUTCHINGS; STADEN,
1996), justificando o seu uso como antiinflamatéria.

Do latex da Synadenium carinatum Boiss. também foi isolado e
caracterizado lecitina ligada a D-galactose (SOUZA et al., 2005), e estudos sugerem
que esta lecitina é a responsavel, em parte, pelos seus efeitos antiinflamatérios e
podendo ser Util no tratamento de doencas inflamatérias alérgicas. Além disso, esta
planta também demonstrou atividade imunomoduladora (ROGERIO et al., 2007).

Na literatura ndo se encontrou relatos sobre estudos farmacognésticos,
farmacoldgicos e toxicolégicos da S. umbellatum. Estudo realizado por Oliveira
(2007) demonstrou que o extrato etandlico de S. umbellatum possui atividade
antinociceptiva e antiinflamatéria, além de uma possivel acao depressora do sistema
nervoso central.

Estudos preliminares, realizados no Laboratério de Farmacologia e

Toxicologia Celular da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Goias
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(LFTC — FF/UFG), em um projeto de iniciacdo cientifica com o S. umbellatum
demonstraram um potencial efeito antitumoral de forma dose-dependente, em
animais portadores de tumor ascitico de Ehrlich e tratados com extrato bruto das
folnas desta planta. Estes resultados sugeriram a necessidade de ensaios
aprofundados e apresentou subsidio para a escolha das doses e concentracdes, da

via e do tempo de administragdo do extrato e fragdes, usados nos ensaios.

1.2 Cancer

O cancer é uma patologia caracterizada pela multiplicacdo e propagacéao
descontroladas no corpo de formas anormais das proprias células corporais (RANG
et al., 2003). Estas células proliferam excessivamente e formam tumores locais que
podem comprimir ou invadir estruturas adjacentes normais (SALMON;
SARTORELLI, 1998).

O termo cancer € usado genericamente para mais de cem diferentes
doencas, incluindo tumores malignos de diferentes sitios, tais como prostata,
estbmago, célon, reto, pulmao, leucemias, sarcoma 6sseo, doenca de Hodgkin e
linfoma ndo-Hodgkin (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2002).

O céncer constitui uma das doengas crbnico-degenerativas de maior
incidéncia na populacdo ocidental. E a segunda maior causa de morte, apos as
doencas cardiovasculares (COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2000; REBELLO, 2005;
SRIVASTAVA et al., 2005).

O céancer causa 12% de todas as mortes mundiais. E em
aproximadamente 20 anos o0 numero de doencas por cancer devera aumentar de 6

milhdes para 10 milhdes. Atualmente, 20 milhées de pessoas vivem com o cancer e
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até 2020, provavelmente, havera mais que 30 milhdes (GUERRA; GALLO;
MENDONGA, 2005; SCHWARTSMANN et al, 2002; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2002).

A estimativa de incidéncia de cancer para 2008, no Brasil, revela que
aproximadamente 470 mil casos novos da doenca deverao ocorrer no pais em 2008
e 2009, para o estado de Goias, a estimativa € de aproximadamente 11.700 casos
novos de neoplasias. Os tipos mais incidentes, excecao de pele nao melanoma,
serao de prostata e pulmao no sexo masculino; mama e colo de Utero no sexo
feminino, acompanhando o mesmo perfil de magnitude observada no mundo e na
estimativa anterior (BRASIL, 2007).

O céancer € uma doenca que acomete principalmente os grupos etarios
mais avancados, e com 0 progresso da ciéncia médica e melhora na saude publica,
além do aumento da expectativa de vida da populacdo. Isto implica em uma
conseqléncia direta na incidéncia do cancer em todo o mundo (RANG et al., 2003;
SCHWARTSMANN et al., 2002).

A incidéncia, a distribuicdo e o comportamento dos diversos tipos de
cancer estao relacionados a varios fatores, como sexo, idade, raca, predisposicao
genética e exposicao aos carcindgenos ambientais (REBELLO, 2005).

Varias evidéncias demonstram a influéncia de fatores externos ambientais
como causas principais no desenvolvimento do céncer, como exemplo, muitos
canceres de pulmao ocorrem devido ao uso do tabaco. Altas doses de radiacao e
substancias quimicas como benzeno, 6xido de etileno podem causar leucemias
(COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2000). O consumo de alcool predispde ao cancer do
trato digestivo, do trato respiratorio e a cirrose alcodlica podendo levar ao cancer

hepatico (REBELLO, 2005).
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Os fatores geograficos e ambientais apresentam, notaveis diferencas nas
incidéncias e nas taxas de mortalidade de formas especificas de cancer ao redor do
mundo sao encontrados (COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2000; REBELLO, 2005).

As causas nao estdo bem definidas, parecem ser tdo diversas quanto o
préprio cancer. A carcinogénese, provavelmente, representa um processo
multifatorial. Em teoria, o cancer ocorre em pacientes com predisposicao genética
herdada ou induzida que foi exposto a co-fatores secundarios (CARIGNAN, 1995).

Assim sendo, como nao existe uma Unica causa para o cancer, também
nao existe um mecanismo de ag¢ao unico dos cancerigenos. Como documentado em
estudos in vitro e in vivo, o cancer € o resultado final de um processo complexo que
se desenvolve em multiplos estagios. Em cada uma dessas fases, ocorrem
alteracoes genéticas e epigenéticas em células suscetiveis, as quais acabam
adquirindo crescimento seletivo e explosao clonal (BRASILEIRO FILHO, 2000).

As alteracdes epigenéticas tém sido indicadas como sendo fendmenos
emergentes freqlientemente observados no cancer (HUANG, 2004).

Desta forma, os numeros sobre o cancer mostram a importancia da
doenca, caracterizando como um problema de saude publica emergencial em todo o
mundo, ficando clara a necessidade de agdes preventivas e de implementacdes de
novas formas de tratamento (BRASIL, 2007; GUERRA; GALLO; MENDONCA,
2005).

Por outro lado, hoje, uma maior propor¢ao de canceres esta sendo curada
ou detida na sua evolugdo em comparagdo com O que ocorria antes, em parte,
gracas ao novo arsenal terapéutico existente (COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2000).

Apesar de existir tratamentos bem promissores, com indices de cura em

certos casos, favoravel, e um declinio no niumero de mortes, ainda assim, € uma
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doenca preocupante, pois um grande namero de tipos de cancer (principalmente os
tumores sélidos) responde pouco aos agentes quimioterapicos existentes e o
tratamento curativo utilizando qualquer uma das modalidades terapéuticas ou
mesmo a combinacgao delas, é extremamente dificil (OLIVEIRA; ALVES, 2002).

Nos ultimos anos, houve um grandioso avanco do conhecimento sobre a
etiologia e patogénese das neoplasias, e a constatacao de que fatores genéticos e
componentes ambientais como virus, agentes fisicos, substancias quimicas, tem um
papel importante no aparecimento de varios tumores humanos e de animais
(BRASILEIRO FILHO, 2000).

O avango da genética e da biologia molecular, cujos conhecimentos
acerca da expressdao e acbes de muitos genes, possibilitaram uma melhor
compreensao sobre a origem e o desenvolvimento das neoplasias (BRASILEIRO
FILHO, 2000).

Numerosos genes sado importantes no estudo dos tumores, sendo que
duas classes deles representam um maior interesse, por serem o0s alvos das
principais alteracdes genéticas. Sao eles: 0s oncogenes — que favorecem o
crescimento celular descontrolado, 0os genes supressores de tumor, 0os genes de
reparo do DNA e os genes que controlam a apoptose que tendem a manter as
células dentro dos limites fisiolégicos de crescimento e diferenciacdo. As neoplasias
acontecem quando ocorrem alteracbes qualitativas ou quantitativas desses genes
(BRASILEIRO FILHO, 2000; LEWIN, 2001).

As células cancerosas exibem quatro caracteristicas que as distinguem
das células normais, que sao: a proliferacao descontrolada, a perda da funcédo, em
decorréncia da falta de capacidade de sofrer diferenciacdo; poder de invasdo e

capacidade de sofrer metastases (LEWIN, 2001).
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A proliferacdo descontrolada ocorre por causa de alteragdes nos fatores
de crescimento e/ou receptores; nas vias de sinalizagdes intracelulares,
principalmente as que controlam o ciclo celular e a apoptose; na expressdo da
telomerase e na angiogénese relacionada com o tumor (RANG et al., 2003).

O processo de carcinogénese, em geral, ocorre lentamente, podendo
levar varios anos para uma célula cancerosa originar um tumor detectavel (ALMEIDA
et al., 2005).

A patogénese da neoplasia consiste em pelo menos trés fases definidas,
comecando com a iniciacao, seguida de um estagio intermediario de promocéo, do
qual evolui para a fase de progressao (KLAASEN; WATKINS Ill, 2001):

e Estagio de iniciagdo — as células sofrem o efeito de um agente
carcinogénico que provoca modificagdes em alguns de seus genes. Nesta fase, as
células encontram-se geneticamente alteradas, mas nao € possivel detectar um
tumor clinicamente.

e Estdgio de promocdo — as células geneticamente alteradas sofrem a
acao dos agentes oncopromotores. A célula iniciada € transformada em célula
maligna de forma lenta e gradual.

e Estagio de progressdo — caracteriza-se pela multiplicacao
descontrolada, sendo um processo irreversivel. O cancer ja esta instalado, evoluindo
para sinais clinicos da doenca.

Existem trés abordagens principais para o tratamento do cancer
estabelecido - a excisao cirrgica, a radioterapia e quimioterapia — e o papel de cada
uma delas dependera do tipo de tumor e do estagio de desenvolvimento (RANG et

al, 2003).
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Hoje, os farmacos sdo usados mais precocemente no tratamento dos
pacientes, na maioria das vezes, em combinagdo com a radioterapia ou cirurgia
(CALABRESI; CHABNER, 2003).

Nos casos mais favoraveis, com a quimioterapia atual a expectativa e
qualidade de vida aumentaram, tendo em diversos casos aproximadamente 66%
dos pacientes livres do cancer por mais de 10 anos (ALMEIDA et al., 2005).

O objetivo primario da quimioterapia € destruir as células cancerosas,
protegendo as normais (SALMON; SARTORELLI, 1998). A maioria dos agentes
antineoplasicos age de forma inespecifica, lesam tanto as células doentes quanto as
sadias, particularmente as células de rapido crescimento, como as gastrointestinais,
capilares e as do sistema imunolégico. Isto explica, em parte, os efeitos colaterais da
quimioterapia, como: nausea, vomitos, queda de cabelo e infeccoes (ALMEIDA et
al., 2005).

Muitos esforcos estdo sendo dirigidos no sentido de desenvolver
farmacos antineoplasicos utilizando métodos empiricos e planejamento racional de
novos compostos; 0s recentes progressos incluem a sintese de peptideos e
proteinas com técnicas de DNA recombinante e anticorpos monoclonais
(CALABRESI; CHABNER, 2003; RANG et al. 2003).

Desta maneira, o tratamento com combinac¢des de farmacos aumenta a
citotoxicidade e diminui a possibilidade de desenvolvimento de resisténcia a agentes
individuais, tornando-os mais eficazes. Os farmacos devem ser utilizados em doses
o mais préximo de suas doses maximas individuais e administrados com maior
frequéncia para desestimular o novo crescimento tumoral e maximizar a intensidade

da dose (CALABRESI; CHABNER, 2003).
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1.3 Angiogénese, Fator de Crescimento Endotelial Vascular e Prostaglandina

E-

A angiogénese consiste na producao de novos vasos a partir de artérias e
veias pré-existentes sendo considerada de dois tipos, normal ou fisioldgica e
patoldgica. A distincao entre elas é baseada nos diferentes tipos de vasos que cada
uma delas induz (BLEBEA et al., 2002; DVORAK, 2005; HAGEDORN; BIKFALVI,
2000; PINEDO; SLAMON, 2000; RIBATII; VACCA; PRESTA, 2002; SHEELA;
RAMAKRISHANA; SALIMATH, 2006; WAGNER et al., 2007).

A angiogénese fisiolégica é essencial em muitas condigdes como no
desenvolvimento embrionario, na ovulacado e na reparagao de feridas enquanto que
a patolégica acontece em condigdes como: artrite, retinopatia diabética e tumores
(DVORAK, 2005; HAGEDORN; BIKFALVI, 2000; RIBATII; VACCA; PRESTA, 2002;
RIBATTI, 2004; WAGNER et al., 2007).

Na angiogénese patolégica os vasos formados sdo anormais tanto em
estrutura, quanto em funcao. Eles apresentam formato irregular, diametro dilatado e
desigual, sinuosos, fenestrados e propensos a hemorragia, alinhados irregularmente
com as ceélulas endoteliais e nem sempre se conectam aos outros vasos (DVORAK,
2005; WAGNER et al., 2007).

A angiogénese € essencial a progressao de tumores soélidos, e também,
nas neoplasias hematolégicas (LUO et al. 1998; PRADEEP; SUNILA; KUTTAN,
2005).

Varios fatores foram identificados, capazes de promover ou inibir a
angiogénese. Entre os principais reguladores pré-angiogénicos estdo os fatores de

crescimento como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (PINEDO e
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SLAMON, 2000), o fator estimulador de fibroblastos (FGF) e os fatores
transformadores alfa e beta (TGF-a e TGF-B). Ja nos fatores anti-angiogénicos estao
as angiostatinas, as endotastinas, os interferons a, B, y, fator plaquetario 4 e
angiopoietina 2, dentre outros (DVORAK, 2005; HAYES; LI; LIPPMAN, 1999;
HAGEDORN; BIKFALVI, 2000; RIBATTI, 2004; WAGNER et al., 2007).

Como a angiogénese é regulada por um numero de moléculas pré e anti-
angiogénica, o tumor induz a proliferacao vascular devido a alteracao do balanco
desses reguladores positivos e negativos, ou seja, ocorre um desequilibrio na
secrecao de fatores pré-angiogénicos. Esta polarizacdo da angiogénese em favor do
desenvolvimento tumoral, que dota o tumor com a habilidade para recrutar vasos
sanguineos dos tecidos vizinhos, sendo necessaria ao crescimento do tumor, mas
pode ser restritiva (BYRNE; HAYES-BOUCHIER; HARMEY, 2005; HAYES; LI;
LIPPMAN, 1999; KESHET; BEM-SASSON, 1999; RIBATTI, 2004).

A angiogénese € um processo complexo e dindmico que envolve quatro
etapas principais: lise da membrana basal que circunda o vaso; migracao de células
endoteliais circulantes para o sitio de formacao do vaso, onde proliferam e formam
uma espécie de broto; nova proliferacao e diferenciacdo das células endoteliais com
consequente crescimento e formacgéo da luz do novo vaso e secrecao de fatores de
crescimento pelas células endoteliais que atraem células de suporte e formam a
membrana basal (GERWINS et al., 2000).

Portanto, estudos tém mostrado o papel da angiogénese no crescimento
do tumor, na progressao (MAITY; CHAKRABORTY; BHATTACHARYA, 1999) e na
formacao de metastase, além de demonstrar que a inibicdo da angiogénese pode
ser uma modalidade terapéutica promissora para doengas como o cancer, artrites,

psoriase, dentre outras (HAGEDORN; BIKFALVI, 2000; HAYES; LI; LIPPMAN, 1999;
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PINEDO; SLAMON, 2000; PRADEEP; SUNILA; KUTTAN, 2005; WAGNER et al.,
2007).

Atualmente, varios inibidores da angiogénese estdo em desenvolvimento
clinico para o tratamento do cancer. Os agentes incluem anticorpos, tais como:
anticorpo anti-VEGF neutralizante e anticorpos contra receptores VEGF. Existem
também inibidores angiogénicos indiretos, como o anticorpo neutralizante de HER-2,
que inibe indiretamente a angiogénese porque seu alvo estimula a expressdo do
VEGF (PRADEEP; SUNILA; KUTTAN, 2005; RIBATTI, 2004).

Uma variedade de estudos também tem sugerido o papel inibitorio dos
produtos naturais e de compostos da dieta, na angiogénese de tumores especificos
(HAGEDORN; BIKFALVI, 2000; PRADEEP; SUNILA; KUTTAN, 2005).

O VEGF é uma glicoproteina homodimérica de 34 — 42 kDa, produzida
por varios tipos celulares em resposta a iniUmeros estimulos (BYRNE; HAYES-
BOUCHIER; HARMEY, 2005).

A familia VEGF consiste de VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-
E e do fator de crescimento de placenta (PLGF). O VEGF-A ¢ o principal envolvido
na angiogénese, enquanto que o VEGF-C e o VEGF-D estdo envolvidos na
linfoangiogénese (BYRNE; HAYES-BOUCHIER; HARMEY, 2005; DVORAK, 2005;
HAGEDORN; BIKFALVI, 2000; RIBATTI, 2004).

As atividades da familia VEGF sdo mediadas através de dominios de
tirosina cinase VEGFR-1, VEGFR-2 e VEGFR-3; a expressao destes € auto regulada
na célula vascular endotelial durante a embriogénese e angiogénese tumoral
(BYRNE; HAYES-BOUCHIER; HARMEY, 2005; PRADEEP; SUNILA; KUTTAN,
2005); outros autores citam as neuropilinas, também como receptores que podem

mediar efeitos na progressdo do tumor, afetando a angiogénese ou produzindo
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efeitos diretamente nas células tumorais (BYRNE; HAYES-BOUCHIER; HARMEY,
2005; ELLIS, 2006; RIBATTI, 2004).

O VEGF é um potente peptideo angiogénico, com efeitos biolégicos que
incluem regulagdo do desenvolvimento de células tronco hematopoiéticas,
remodelagem da matriz extracelular e regeneracao de citocinas inflamatérias, sendo
considerado tanto um fator de crescimento, como um fator de permeabilidade
vascular (PRADEEP; SUNILA; KUTTAN, 2005).

Assim sendo, o VEGF é um importante fator de crescimento para as
células endoteliais dos vasos sanguineos, que mostra resposta pleiotropica que
facilita a migragcao, proliferacdo, formacao de tubos e a sobrevida das células
endoteliais; portanto o VEGF é uma ligagdo comum entre a inflamacéo,
permeabilidade e a angiogénese (BYRNE; HAYES-BOUCHIER; HARMEY, 2005;
PRADEEP; SUNILA; KUTTAN, 2005).

Altas concentragdes de VEGF biologicamente ativo tém sido encontradas
na pleura e fluido ascitico de pacientes, apresentando como uma importante causa
de morbidade e mortalidade; varios estudos tém indicado que o VEGF apresenta um
papel importante na formagéao da ascite maligna, aumentando a permeabilidade de
proteinas do plasma (LUO et al., 1998; NAGY et al., 1995; POURGHOLAMI et al.,
2006).

A ligacao entre inflamacao e o desenvolvimento do cancer foi reconhecida
desde 1863, quando Rudolf Virchow descobriu leucécitos em tecidos neoplasicos e
fez a primeira relagdo entre inflamagédo e canceres. Desde entdo, um numero de
canceres tém tido ligacdo a origem inflamatéria e em muitos casos tém sido
considerado como o ambiente tumoral altamente semelhante a um sitio inflamatério

(ARIAS et al, 2006). Assim, dentre as substancias envolvidas no processo
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inflamatério merecem destaque as prostaglandinas, os tromboxanos e o0s
leucotrienos.

As prostanglandinas, os tromboxanos e os leucotrienos pertencem a
classe dos eicosandides, derivados do acido aracdénico. A ciclogenase (COX) é
uma importante enzima que participa na via do metabolismo do acido aracddnico,
gerando cinco prostandides primarios: prostaglandinas D», E,, F2, |2 € tromboxano
A.. O potencial papel dos prostandides na regulacédo, progressao e metastase do
tumor € bem ilustrado pelo envolvimento das COXs (WANG; HONN; NIE, 2007).

A COX-2 e a PG E; estimulam a proliferacéo e diferenciacéo das células
tumorais e estdo associadas a neovascularizagdo do tumor (HULL; KO.;
HAWCROFT, 2004; WANG; HONN; NIE, 2007).

A prostaglandina E, é encontrada em varios fluidos corporais e é
produzida por uma variedade de tecidos, incluindo o bronquiolar, gastrointestinal,
vascular, uterino, etc. A PG E; esta envolvida em processos inflamatérios crénicos,
considerada um facilitador para a progressdao de canceres (WANG; HONN; NIE,
2007). Quantidade aumentada de PG E, é encontrada em varias condi¢coes
patolégicas e em um grande numero de canceres, principalmente no de pulmao e no
de célon (KASHFI; RIGAS, 2005; WANG; HONN; NIE, 2007).

A expressdao aumentada de COX-2 também tem sido intensamente
documentada em alguns tipos de canceres, particularmente nos de célon, pancreas,
pulmao, gastrico, mama e préstata (WANG; HONN; NIE, 2007).

Existem evidéncias epidemioldgicas de que é possivel prevenir o cancer,
portanto, a quimioprevencao representa uma oportunidade muito promissora para o
seu controle (DE FLORA; FERGUSON, 2005). Este fato tem sido confirmado através

de estudos, que mostram que os antiinflamatérios ndo esteroidais (AINES)
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diminuiram significativamente a incidéncia do cancer de coélon (KASHFI; RIGAS,
2005). Outros estudos tém demonstrado a ligacao entre o uso de AINES, que inibe a
atividade de COX, com a reducdo da incidéncia de cancer de mama, progndstico
favoravel e sobrevida apés diagnéstico, em mulheres pés-menopausa (HARRIS;
BEEBE-DONK; ALSHAFIE, 2006; RAHME et al., 2005).

Portanto, a inibicdo da angiogénese, o VEGF e a COX sao alvos atrativos
para a terapia anti-cancer, pois oferecem teoricamente a esperanga de um controle

na progressao das neoplasias (HOTZ et al., 2005).

1.4 Tumor Ascitico de Ehrlich

Modelos experimentais, como o de cancer espontdneo em animais,
oferecem oportunidades de estudos que auxiliam na compreensdao da resposta
imune do hospedeiro, bem como na avaliagdo da atividade e mecanismo de acgéao
dos compostos, com perspectivas de desenvolvimento de novos agentes
quimioterapicos (REBELLO, 2005; OLIVEIRA, 2003).

Um dos modelos experimentais bastante usados é o tumor ascitico de
Ehrlich, que foi descrito por Ehrlich e Apollant em 1905, como um adenocarcinoma
de mama, que teve origem espontdnea em camundongos (MELO, 2004; OLIVEIRA,
2003).

Esse modelo tem sido usado para investigar a atividade protetora sobre a
mielopoiese (QUEIROZ et al., 2004; SILVA et al., 2002; SHEELA; RAMAKRISHANA;
SALIMATH, 2006; BINCOLLETO et al., 2005; SILVA; FIGUEIREDO; YANO, 2007;
NASCIMENTO et al., 2006; VALADARES; QUEIROZ, 2002; VALADARES et al.,

2006a, 2006b; DONGRE et al., 2007; RAJKAPOOR et al., 2007) e mecanismos
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antiangiogénicos (GURURAJ et al.,, 2002; GOSH; MAITY, 2006) de muitos
compostos naturais e sintéticos.

O tumor ascitico de Ehrlich é amplamente utilizado, porque se mostra
bastante vantajoso frente a outros tumores; por apresentar inespecificidade diante
das diferentes linhagens murinas; por nao regredir de forma espontanea; por ser
facilmente transplantavel no tecido cutaneo ou no peritbneo, desenvolvendo-se em
tumor soélido ou ascitico, respectivamente, apresenta um comportamento agressivo,
pois cresce rapidamente, mesmo quando implantado em doses extremamente
pequenas e é capaz de crescer em todos os animais que sao transplantados
(DONGRE et al., 2007; NASCIMENTO et al., 2006; SILVA; FIGUEIREDO; YANO,
2007; SUBIZA et al. 1987, 1989).

Como muitos outros tumores experimentais, o TAE produz alteracoes
severas no sistema hematopoiético do portador, expressas por uma diminuicdo no
namero de células progenitoras, principalmente dos macréfagos e da linhagem
granulocitica, com presenca de hematopoiese extramedular, onde é observada
anemia, trombocitopenia e leucocitose granul6cito-dependente, além de
imunosupressdo (QUEIROZ et al., 2004; MORALES; VELEZ; SUBIZA, 1999;
SUBIZA et al. 1989).

Alguns autores acreditam que a diminuicdo do numero de células
progenitoras na medula déssea estd associada a macica migracdo da medula,
através do sangue, levando a um acumulo no baco (KEEB; LALA, 1978; SUBIZA et
al., 1989).

Dentre os mecanismos propostos para o estabelecimento do tumor frente
ao sistema imune, destaca-se, essencialmente a associacdo deste a producao de

citocinas imunossupressoras, regulacdo negativa de fatores de crescimento e de
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inducdo de macréfagos e células T com propriedades supressoras (SEGURA;
BARBERO; MARQUEZ, 1997). Durante o processo de desenvolvimento tumoral
ocorre uma migracao do fenétipo Thy para o Thy (FECCHIO et al. 1990; SEGURA;
BARBERO; MARQUEZ, 1997).

Foi observado que o aumento de PG E,, esta diretamente relacionado a
um fraco influxo de células inflamatérias na cavidade peritoneal e a uma inibicdo da
liberacao das citocinas IL-2 e IFN-y pelos linfécitos T (VALADARES; QUEIROZ,
2002). Estes fatos sado importantes ao considerar que o crescimento do TAE provoca
uma reacgao inflamatéria local, altera os padrbes de migracdo celular, além de
estimular os macrofagos (MELO, 2004).

O fluido ascitico é essencial para o crescimento do tumor e os
constituintes sdo fontes nutricionais diretos das células do tumor (DONGRE et al.,
2007; NASCIMENTO et al., 2006; RAJKAPOOR et al., 2007).

Nos tumores asciticos, uma camada do tumor estroma é formada no
tecido peritoneal, isto €, o estroma desenvolve-se em um compartimento separado
da maioria das células tumorais que estdo suspensas no fluido ascitico. Estes
tecidos circunvizinhos tornam altamente vascularizados como influéncia direta ou
indireta de diversos fatores de crescimento e citocinas derivadas do componente
principal do fluido ascitico, isto €, células tumorais, células inflamatérias e células
mesoteliais. Entre essas moléculas, o VEGF tem sido demonstrado em altas
concentracdes e representa um papel crucial no aumento da permeabilidade da
vasculatura vizinhas em uma variedade de tumores asciticos em animais e em seres
humanos (TEIXEIRA et al., 2006).

O crescimento do tumor estd associado com a angiogénese, com a

inflamacéao e também com o lipideo endégeno e o fator de ativacdo de plaquetas
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(FERREIRA et al., 2007). O VEGF é essencial para promover a formacao e o
acumulo de fluido ascitico (LUO et al., 1998; NAGY et al., 1995; POURGHOLAMI et
al., 2006).

Foi demonstrado em estudos recentes, que a resposta inflamatéria é
essencial para o controle do tumor Ehrlich, pois o alto influxo de células inflamatérias
promove o0 desenvolvimento do tumor. Este efeito provavelmente esta relacionado
com a angiogénese e fatores de crescimento induzidos pela inflamagao
(NASCIMENTO et al., 2006).

Em modelos experimentais, a correlacdo entre o volume ascitico e os
niveis de VEGF tem sido relatada e o bloqueio do VEGF tem reduzido drasticamente
a formacao do liquido ascitico (LUO et al., 1998; POURGHOLAMI et al., 2006).
Alguns estudos mostram que a reducgao do fluido ascitico estda acompanhada com
uma drastica queda nos niveis de VEGF no liquido ascitico e no plasma
(POURGHOLAMI et al., 2006).

Como foi descrito anteriormente, considerando o potencial papel na
promog¢ao da angiogénese do tumor, na metastase e no acumulo do fluido, o VEGF
€ um alvo atrativo para intervencéao terapéutica.

Com a finalidade de prosseguir os estudos com essa planta € que foi
proposto este trabalho, jA que a mesma se mostrou muito promissora para
descoberta de novos compostos. Ademais, o S. umbellatum é empiricamente
utilizada pela populacdo como “remédio natural” para o combate ao cancer, embora
nao exista nenhuma citagdo relevante na literatura de suas atividades

farmacoldgicas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Este trabalho teve como objetivo investigar o potencial antitumoral e

antiangiogénico de Synadenium umbellatum, utilizando ensaios in vitro e in vivo.

2.2 Objetivos Especificos

v Avaliar a citotoxicidade do extrato bruto etandlico (EBE) de S.
umbellatum e das fracdes cloroférmica (FC) e hexanica (FH), através dos
métodos de reducado do MTT e exclusao do azul de Tripano, frente as células

do TAE e da linhagem leucémica K-562.

v Avaliar a sobrevida dos animais portadores de TAE, apoés

tratamento com EBE e com a FC e FH de S. umbelattum.

v Avaliar a inibigdo do crescimento tumoral em animais portadores

de TAE, apés tratamento com EBE e com a FC e FH de S. umbelattum.

v Avaliar a angiogénese dos animais portadores de TAE, apos
tratamento com EBE e com a FC e FH de S. umbelattum, através da
fotografia dos vasos e dosagens de hemoglobina, hematocrito, VEGF e PG

E..
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material Botanico

3.1.1 Coleta e identificacdo de S. umbellatum

O material botanico (folha) do S.umbellatum foi coletado de espécime
cultivado numa residéncia do Bairro Feliz, Goidnia, Goias, no verdao de 2005/2006
(Figura 1). A identificacdo foi realizada pelo Prof. Dr. José Realino de Paula, da
Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Goias (FF/UFG). A exsicata do
material, contendo caule, folhas, flores e frutos, foi depositada no herbéario desta

Universidade sob o nimero UFG - 27160.

Figura 1: Fotografia da planta S. umbellatum Pax, gentiimente cedida pelo Prof. Dr.
Luiz Carlos da Cunha, tirada em novembro de 2005. Tamanho 11 x 9 cm.
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3.1.2 Preparagéao do extrato e fracionamento

Dezessete quilos de folhas da planta foram coletados, colocadas em
estufa com ventilacdo a 40°C para secagem durante 48 horas. Ap6s a secagem
total, as folhas foram trituradas em moinho de facas.

Para obtencdo do extrato bruto etandlico de S. umbellatum, o p6 das
folhas (1,3 kg) foi submetido a maceragcdo em alcool etilico a 95% P. A., na
proporcdo 1: 5 (m/v), sob agitacdo mecanica por 5 horas. Depois este foi filtrado em
papel de filtro (Whatman® n° 1). Este processo foi repetido por trés vezes. Os trés
filtrados obtidos foram misturados e evaporados em rotaevaporador a 40° C sob
pressao reduzida, com a finalidade de concentrar o extrato. Depois, calculou-se o
rendimento do EBE.

Parte do EBE obtido foi submetido ao fracionamento, de acordo com Ferri
(1996), com algumas modificacdes. Quarenta e cinco gramas de EBE foram
pesados, dissolvidos em 1,35 litros de metanol a 4°C e deixado em repouso por 18
horas nesta mesma temperatura. Em seguida a solucdo metandlica foi filtrada e ao
filtrado foi adicionado 580 mL de agua destilada a 4°C. A solucao metanol-agua foi
filtrada em celite para a retirada da clorofila, e a partir desta solucao, iniciou-se a
particao do extrato.

Em um funil de separacéo, foi adicionado a solugdo metanol-agua e o
hexano na proporcdo 1:1, agitado lentamente e ap6s a separacdo das fases,
coletou-se a fracdo hexanica, este processo foi repetido por trés vezes.

Depois, o mesmo processo foi realizado, por trés vezes, utilizando o
solvente cloroférmio e apds separacao das fases coletou-se a fragéo cloroférmica e

a fragdo metanol-agua restante.
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Em seguida, as fragcdes obtidas foram evaporadas os solventes, em
rotaevaporador a 40°C; sendo que a fracdo metanol-agua foi também liofilizada
(Figura 2).

Apés a evaporacao completa dos solventes, calculou-se o rendimento das
fracOes obtidas; hexanica (FH), cloroférmica (FC) e metandlica (FM), em relacao ao

extrato bruto etandlico (EBE).

PO das fohas de S, umbelatum

Maceragzo Alool 95%(1:5), 5h —fittrado -
rotaevaporado

Exratobruode S urtelatum

1,35 L de MeOH 4°C, 18 h - filtrado

Precipitaco MeoH
580 i H,0 —Filtrado Celite
[ 1
Pigmertos Sol. MEOH HO
Heano ()
—
Sol. MOH HO Fragio Hoénica
| Cloroférmio (3x)
Fracdo Metandlica Fraco Coroformica

Figura 2: Fluxograma do processo de obtengdo do extrato bruto etandlico de S.
umbellatum e suas frages.
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3.1.3 Preparo da solucdo do extrato de S. umbellatum e fragdes usadas nos ensaios

Para os ensaios in vivo, solugcdo-mae do extrato (EBE) e das fracées (FC
e FH) foram preparadas imediatamente antes dos experimentos. A solucdo-méae do
EBE foi preparada a 10 mg/mL e a partir desta foram feitas sucessivas diluicoes
para se obter a concentracdo necessaria, levando-se em consideracao a média de
peso dos animais, doses usadas (5, 10 e 25 mg/kg) e o volume de administracédo
(0,2 mL/ animal). A solugcdo-mae da FC foi preparada a 2 mg/mL e a da FH foi a 1
mg/mL e, a partir destas, foram feitas as diluicbes necessarias, levando-se em
consideracao os mesmos parametros do EBE, sendo que as doses usadas da FC
foram 1,2; 2,3 e 5,8 mg/kg e as da FH foram 0,4; 0,8 e 1,9 mg/kg ( calculadas a
partir do rendimento do EBE). Estas solu¢cdes foram preparadas usando solucéao
fisiologica a 0,9% (SF 0,9%) estéril e 5 % de polissorbato 80 (Tween 80).

Para os ensaios in vitro, foram preparadas solu¢cées a 200 mg/mL do
EBE, a 23,2 mg/mL da FC, 7,6 mg/mL da FH e 24 mg/mL da FM, usando solucéao
fisioldgica a 0,9% estéril e 5 % de Tween 80. Depois estas solucdes foram filtradas,
sob fluxo laminar, em filtro estéril de 0,2 micra e diluicbes sucessivas foram feitas

nas placas de cultura, no momento do teste.

3.2 Reagentes e Medicamentos

Alcool Etilico 95% P.A. (Synth)

Azul de Tripano (Vetec)

Celite 545 (Biotec)

Cetamina 0,1g/ml (Cristélia)
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e Cloroférmio (Synth)

¢ Dimetilsuféxido (DMSO)

e EDTA (Labtest)

¢ Kit para dosagem de hemoglobina (Labtest)
e Kit para dosagem de PGE 2 (R&D Systems)
¢ Kit para dosagem de VEGF (R&D Systems)
e Meio RPMI 1640 (Sigma)

e Metanol (Synth)

e Metotrexato 25 mg/mL (Libra)

e MTT (Boehringer Mannheim)

¢ n- Hexano (Synth)

e Padrao de hemoglobina (Labtest)

e Polissorbato 80 - tween (Vetec)

e Solucéo Fisiol6gica 0,9% (Halex Istar)

e Soro Bovino Fetal (Gibco)

e Xilazina 20 mg/ml (Bayer)

3.3 Animais

3.3.1 Aclimatagao dos Animais

Para a realizagdo dos experimentos in vivo foram usados camundongos
Swiss, machos, com idade entre 8 a 10 semanas (pesando 35,8 + 4,5 g), fornecidos
pela Industria Quimica do Estado de Goias (IQUEGO). Os animais foram mantidos

agrupados ao acaso em gaiolas plasticas, em sala climatizada sob temperatura
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constante de 26 + 2°C, com ciclo claro-escuro de 12 h, por 5 dias. O regime
alimentar foi o classico, com racao comercial padrao e agua fornecida ad libitum. Os

animais foram divididos em grupos e submetidos ao tratamento.

3.3.2 Modelo Experimental — Tumor Ascitico de Ehrlich

As células tumorais de Ehrlich foram mantidas nas dependéncias do
Laboratério de Farmacologia e Toxicologia Experimental da Faculdade de Farmacia
/UFG através de sucessivas passagens entre animais, pela via intraperitoneal (IP).
Estas células tumorais crescem de forma ascitica na cavidade peritoneal dos
camundongos.

Para o desenvolvimento do TAE, camundongos foram inoculados, via IP,
com uma suspensdo de 2x10° células tumorais/mL, em um volume de 0,2
mL/animal. Para obtencdo da suspensdo de células utilizadas nos ensaios, 0s
camundongos portadores de tumores foram sacrificados, o liquido ascitico colhido
com seringa estéril.

Uma aliquota (20 ulL) do liquido ascitico foi diluido em azul de Tripano
(180 ulL), 2 vezes, para contagem das células viaveis, em camara de Neubauer, sob
microscopia optica. De acordo com numero de células contadas, foi realizada uma
diluicdo do liquido ascitico com SF 0,9% a fim de se obter 2 x 10° células viaveis/mL,
para a inoculacdo nos animais em experimentacdo (BINCOLETTO et al.,2005;
DONGRE et al.,, 2007; ORSOLIC; BASIC, 2005; QUEIROZ et al., 2004;

VALADARES; QUEIROZ, 2002).
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3.3.3 Tratamento dos animais

Para a realizacdo dos ensaios de avaliacdo da sobrevida e da inibicao
tumoral, foram divididos em cinco grupos de 10 e 6 animais, respectivamente. Os
camundongos foram submetidos ao tratamento de acordo com os protocolos
descritos abaixo.

Os ensaios in vivo foram realizados de acordo com 0s principios éticos de
experimentacao animal do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal.

e Protocolo |
Grupo 1 - animais portadores de TAE e sem tratamento.

Grupo 2 - animais portadores de TAE e tratados com EBE 5 mg/kg/dia

Grupo 3 - animais portadores de TAE e tratados com EBE 10 mg/kg/dia

Grupo 4 - animais portadores de TAE e tratados com EBE 25 mg/kg/dia

Grupo 5 - animais portadores de TAE e tratados com metotrexato (MTX)1,5
mg/kg/dia

e Protocolo Il
Grupo 1 - animais portadores de TAE e sem tratamento
Grupo 2 - animais portadores de TAE e tratados FC 1,2 mg/kg/dia
Grupo 3 - animais portadores de TAE e tratados com FC 2,3 mg/kg/dia
Grupo 4 - animais portadores de TAE e tratados com FC 5,8 mg/kg/dia
Grupo 5 - animais portadores de TAE e tratados com metotrexato (MTX)1,5 mg/kg

e Protocolo Il
Grupo 1 - animais portadores de TAE e sem tratamento
Grupo 2 - animais portadores de TAE e tratados FH 0,4 mg/kg/dia

Grupo 3 - animais portadores de TAE e tratados com FH 0,8 mg/kg/dia
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Grupo 4 - animais portadores de TAE e tratados com FH 1,9 mg/kg/dia
Grupo 5 - animais portadores de TAE e tratados com metotrexato (MTX)1,5
mg/kg/dia

Todos os animais foram inoculados, pela via intraperitoneal, com um
volume de 0,2 mL da solugdo de células tumorais ( 2 x 10° células/mL). O dia da
inoculacao do tumor foi considerado dia zero (Do). O tratamento dos animais iniciou
24 h apds a inoculagdo do TAE, administrando-se 0,2 mL das doses do EBE e das
FC e FH de S. umbellatum e de metotrexato, durante 10 dias consecutivos, pela via
intraperitoneal. Os animais do grupo TAE (controle) receberam apenas o diluente, no

mesmo volume administrado aos animais tratados.

3.4 Células Tumorais

Para os ensaios de citotoxicidade, foram utilizadas células do tumor
ascitico de Ehrlich e da linhagem leucémica K-562.

As células asciticas foram obtidas de animais portadores de tumor
mantidos no laboratério, e estas foram, coletadas por técnica asséptica no momento
do teste. Ap6s coleta, as células foram lavadas com SF 0,9% estéril e contadas, em
camara de Neubauer, usando o azul de Tripano, como corante. Apds contagem, foi
preparada a suspensdo de células na concentracdo de 2x10° células/mL, para
posterior realizagao dos testes.

As células da linhagem leucémicas K-562 foram obtidas de culturas
mantidas no laborat6rio, através de expansdo continua em meio RPMI-1640
completo suplementado com 10% de soro bovino fetal, em estufa Umida a 37°C e

5% de CO,. As células foram centrifugadas a 2000 rpm por 5 minutos e
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ressuspensas em meio RPMI 1640, contadas e a concentracao foi ajustada para 1x

108 células/mL.

3.5 Ensaios in vitro

3.5.1 Avaliacdo de citotoxicidade de S. umbelatum pelo método de reducédo do

tetrazolium (MTT)

O principio deste método consiste na absorcdo do sal MTT {brometo de
[3-(4,5 - dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio]} pelas células, sendo reduzido no
interior da mitocondria a um produto chamado formazan, pela enzima succinato-
desidrogenase, 0 que resulta em cristais azuis insoltuveis (NIU; ZHAO; JING, 2001;
RIBEIRO-DIAS et al., 2000; SILVA et al, 2004). Este produto, acumulado dentro da
célula, é solubilizado através da adicao de um solvente apropriado. A intensidade da
coloragao é utilizada para medir a integridade mitocondrial, consequientemente, a
viabilidade celular (MOSMANN, 1983).

As células do TAE (2 x10° células/mL) e da linhagem leucémica K-562 (1
x10° células/mL) foram semeadas em placa de 96 pocos, 90 uL por poco, e
incubadas com 10 uL de diferentes concentracées do EBE (0,15 — 20 mg/mL); FC
(0,018 — 2,32 mg/mL); FH (0,006 — 0,76 mg/mL ) e FM (0,3 — 2,4 mg/mL), em
triplicata. Apds incubagéo de 24 e 48 horas, em estufa umida a 37° C e 5% de CO;,
adicionou-se 10 uL do corante MTT 5mg/ml e a placa foi novamente incubada por
mais 4 horas. Em seguida, centrifugou-se a placa, a 2000 rpm por 5 minutos, retirou-
se cuidadosamente o sobrenadante e adicionou-se 100 uL de dimetilsuféxido

(DMSOQO) para solubilizagdo do precipitado de formazan formado. Agitou-se bem a
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placa e a absorbancia foi medida em leitor de placa de Elisa (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) a 560 nm. A absorbancia obtida das células controle (néo
tratadas) foi considerada como 100% de viabilidade celular. A citotoxicidade do
extrato e das fracdes foi calculada da seguinte forma:

Células viaveis = Média da absorbincia de cada concentracao do extrato x 100

Média da absorbéncia do controle
A concentracao inibitéria 50% (Clsg), foi definida como a concentracéao
que resulta em 50% de morte celular e foi derivada de uma curva concentracéao
resposta. Os resultados obtidos foram analisados, submetidos a analise estatistica e

apresentados em graficos (MOSMANN, 1983).

3.5.2 Avaliacao de citotoxicidade de S. umbelatum pelo método de exclusdo do azul

de Tripano

Este método avalia a integridade da membrana celular, permitindo ou nao
a entrada do corante através da membrana plasmatica (ANAZZETTI et al., 2003;
MELO et al. 2003).

A suspensdo celular de TAE (2 x10° células/mL) e da linhagem
leucémica K-562 (1 x10° células/mL), foi distribuida em placa de 96 pogos, 90 uL por
poco, e incubadas a 37 °C em estufa de COza 5% , por 24 e 48 horas, com 10 L do
EBE (0,4 mg/mL); FC (0,1 mg/mL) e FH (0,08 mg/mL), em triplicata. Apds estes
periodos de incubacgéo, uma aliquota de 20 pL da suspensao de células foi retirada e
diluida em azul de Tripano 0,2%. As células foram observadas conforme as suas
alteracoes morfoldgicas e contadas em camara de Neubauer. As células viaveis, que

excluiram o corante, possuiam um aspecto translicido e as células mortas
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apresentavam a coloracao arroxeada (ANAZZETTI et al., 2003; MELO et al. 2003;
OOl et al., 2004).

O percentual de inibicdo celular, na presenca do extrato e das fracées em
estudo, foi calculado da seguinte forma:

% inibicao celular: 100 - Média do numero de células viaveis do poco tratado X 100

Média do nimero de células viaveis do controle

Este ensaio foi realizado por trés vezes, e cada concentracdo do extrato e
das fracoes de S. umbellatum foi realizada em triplicata. Os resultados obtidos foram

analisados, submetidos a analise estatistica e apresentados em graficos.

3.6 Ensaios in vivo

3.6.1 Avaliagdo da sobrevida dos animais tratados com EBE, FC e FH de S.

umbellatum

Para determinacao da sobrevida, os animais foram tratados com EBE, FC
e FH de S. umbellatum conforme o item 3.3.3, seguindo os protocolos I, Il e llI
respectivamente, e foram observados diariamente até a morte. Os dados obtidos
foram analisados utilizando a curva de Kaplan-Meier (SUNILA; KUTTAN, 2004;

VALADARES et al., 2006a; VALADARES; QUEIROZ, 2002).

3.6.2 Avaliacao da inibicao do crescimento tumoral apés tratamento com o EBE, FC

e FH de S. umbellatum
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Vinte e quatro horas apés o término do tratamento com o EBE, a FC e a
FH de S. umbellatum (conforme protocolos do item 3.3.3), os camundongos foram
sacrificados por deslocamento cervical, para retirada do liquido ascitico do periténio
do animal. O liquido ascitico foi centrifugado a 2500 rpm por 3 minutos, o
sobrenadante foi congelado para posteriores andlises e o botdo celular foi
ressuspenso com 2 mL de SF 0,9%, para a contagem das células. Uma aliquota da
suspensao de células (20 ulL) foi diluida em 180 uL de azul de Tripano (1:10), e
contadas em camara de Neubauer, sob microscopia 6ptica. Os dados obtidos foram
submetidos a analises posteriores, € a média das células tumorais contadas no
grupo TAE foi considerado 100% (FECCHIO et al., 1990; GHOSH; MAITY, 2006;

GUPTA et al., 2004; SHEELA et al. 2006).

3.6.3 Avaliagao da hemoglobina sérica e o hematécrito dos animais portadores de

TAE ap06s tratamento com EBE, FC e FH de S. umbellatum

Vinte e quatro horas apés o término do tratamento com o EBE, a FC e a
FH de S. umbellatum (conforme protocolos do item 3.3.3), os camundongos foram
anestesiados com cetamina e xilazina (1:2) para a coleta de sangue, que foi usado
para a determinacédo do hematdcrito e dosagem da hemoglobina sérica.

Na determinagcdo do hematécrito foi utilizado tubo capilar heparinizado e
este foi centrifugado por 3 minutos a 2500 rpm e a leitura foi feita em escala
apropriada. Os valores dos hematdcritos foram expressos em %.

A hemoglobina sérica foi determinada, usando o método de Drabkin;
adicionou-se 20 uL de sangue com EDTA em 5 mL do reagente de cor (Labtest®),

homogenizado, apdés 10 minutos procedeu-se a leitura a 520 nm, em
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espectrofotobmetro Cary 50. As absorbancias obtidas foram multiplicadas pelo fator
de calibracao, previamente definido através do padrao de hemoglobina. O contetdo

de hemoglobina foi expresso em g/dL.

3.6.4 Avaliagdo da angiogénese nos animais portadores de TAE apds tratamento

com EBE, FC e FH de S. umbellatum

Vinte e quatro horas apés o término do tratamento com o EBE, a FC e a
FH de S. umbellatum (conforme protocolos do item 3.3.3), os camundongos foram
sacrificados por deslocamento cervical e retirado a pele da regido abdominal para a
verificagdo da angiogénese. Nesta avaliacdo, as peles dos animais foram
fotografadas com camara digital 7.2, e uma analise morfolégica macroscopica dos

vasos foi realizada posteriormente (TEIXEIRA et al., 2006).

3.6.5 Dosagem do Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF)

O VEGF foi dosada usando o kit especifico (VEGF - R&D Systems©), o
qual consiste em um método quantitativo para determinar concentracées de VEGF
em sobrenadante de cultura de células, tecidos, soros e plasmas, utilizando a
técnica de imunoensaio enzimatico do tipo sanduiche (Elisa - sanduiche).

O anticorpo policlonal especifico para VEGF oriundo de camundongo
reveste uma microplaca. Padrdes, controles e amostras foram adicionados nos
pocos e 0 VEGF presente ligou-se ao um anticorpo imobilizado. Apds lavagem para
retirar as substancias ndo ligadas, uma enzima ligada ao anticorpo policlonal

especifico foi adicionada em cada poco. Uma nova lavagem foi realizada para
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remover reagentes-enzima-anticorpo nao ligados e a seguir uma solugao substrato
foi adicionada em cada poco. A reacdo enzimatica produziu uma substancia azul
que se tornou amarela apos adicao de uma solucao que interrompeu a reagéao. Apds
a densidade éptica foi determinada a 450 nm em leitor de Elisa. A intensidade da cor
medida foi proporcional a quantidade de VEGF ligado ao anticorpo. Os valores das
amostras foram determinados através de curva padrao.

Determinou-se o valor do VEGF, dos animais tratados com EBE e néo
tratados (conforme protocolo | do item 3.3.3), seguindo a metodologia do manual
que encontrava no kit. Cada amostra foi feita em duplicata e os valores encontrados

foram expressos em pg/mL.

3.6.6 Dosagem de Prostaglandina E;

A prostaglandina E; foi determinada usando o kit especifico (PG E, - R&D
Systems®), que consiste em um método quantitativo para determinar PG E, em
sobrenadante de cultura de células, tecidos, soros e plasmas, utilizando a técnica de
imunoensaio enzimatico do tipo competitivo.

A PG E, presente na amostra compete com a quantidade fixada da
enzima peroxidase, por sitios no anticorpo monoclonal de camundongos. Durante a
incubacgédo, o anticorpo monoclonal de camundongo se ligou ao anticorpo anti —
camundongo fixado na microplaca. Uma lavagem foi realizada para remover o
excesso de conjugado e amostra ndo ligada, uma solugédo substrato foi adicionada
em cada poco para determinar a atividade enzimatica. O desenvolvimento de cor foi
interrompido por uma solucao, tao logo foi adicionada. A absorbéancia foi lida a 450

nm em leitor de Elisa. A intensidade da cor observada foi inversamente proporcional
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a concentracao de PG E, na amostra. Os valores das amostras foram determinados
através de curva padrao.

Determinou-se a PG E; dos animais tratados com EBE e dos néo tratados
(conforme protocolo | do item 3.3.3), seguindo a metodologia do manual que se
encontrava no kit. Cada amostra foi feita em duplicata e os valores encontrados

foram expressos em pg/mL.

3.7 Analise Estatistica

No teste de avaliacio da citotoxicidade foi feita a analise a partir da média
dos resultados de trés experimentos, em triplicata, que foram transformados em %
do controle e a Clsg foi obtida graficamente pela curva concentragao resposta.

Nos ensaios in vivo, os resultados foram expressos em média + desvio
padrao e as diferencas estatisticas entre os grupos foram detectadas pela analise de
variancia (ANOVA) e o teste de contraste de Tukey, a posteriori.

Para a analise da sobrevida dos animais utilizou-se a curva de Kaplan
Meier, Log-rank.

Para todos os testes considerou-se significativo, quando p<0,05.



Resultados



64

4 RESULTADOS

4.1 Material botanico

As folhas frescas do S. umbellatum coletadas (17 kg), apds secagem e
trituracdo, produziram 1,3 kg de folhas secas.

AplGs a extragdo e a evaporacao do alcool, obteve-se aproximadamente
90 g de EBE, correspondendo a um rendimento de 6,9%.

Parte do EBE (459g) foi fracionada e foram obtidas trés fracdes: uma
fracdo hexanica, uma fragdo cloroférmica e uma fracdo metanol-agua e estas

apresentaram os seguintes rendimentos: 4%, 11,5% e 12,3%, respectivamente.

4.2 Ensaios in vitro

4.2.1 Avaliacdo de citotoxicidade de S. umbelatum pelo método de reducédo do

tetrazolium ( MTT)

Na avaliagdo da citotoxicidade do extrato de S. umbellatum, pelo método
de reducgao do tetrazolium, utilizou-se células do TAE e da linhagem leucémica K-
562 e investigou-se o potencial efeito citotoxico do EBE, FC e FH em diferentes
concentragdes, em cultura de 24 e 48 horas. Os resultados encontrados estdo
apresentados nas figuras 3, 4 e 5 (tabelas 1, 2 e 3 do apéndice).

O extrato bruto etandlico (0,15 — 20 mg/mL) produziu um efeito citotéxico
concentracao-dependente, sobre as células do TAE, conforme mostra o percentual

de viabilidade celular. A menor concentracdo do extrato apresentou 74,9 % e 100%
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de células viaveis, enquanto que a maior concentragao apresentou 5,3% e 8,1% ,
nas 24 e 48 horas de incubagao, o que representou uma inibicao celular de 94,7% e
91,9%, respectivamente. Na linhagem K-562, a viabilidade celular para a menor
concentracao foi 82% e 80% e para a maior concentracdo usada do extrato o
percentual de células viaveis foi de 8,1% e 4%, representando uma inibicdo de
celular de 91,9% e 96%, respectivamente (figura 3).

Em relacao a acao da fracao cloroférmica de S. umbellatum (0,018 — 2,32
mg/mL), a menor concentragdo usada ndo apresentou nenhum efeito citotéxico nas
células do TAE, enquanto que a maior concentracao apresentou 6,1% e 10,9% de
células vivas, produzindo uma inibicao de 93,9% e 89,1% nas células tumorais. Nas
células K-562, a menor concentracdo da FC também n&o produziu nenhum efeito
citotéxico, mas a maior concentracao apresentou 2,4% e 8,2% de células viaveis e
morte em 97,6% e 91,8% das células, respectivamente (figura 4).

Em relacao a fragao hexanica de S. umbellatum (0,006 — 0,76 mg/mL), a
menor concentragdo usada no teste, ndo apresentou efeito citotoxico nas células do
TAE, e a maior concentragdo apresentou 6,5% e 10,7% de células vivas, produzindo
uma inibicdo de 93,5% e 89,3% nas células tumorais. Nas células K-562, a menor
concentracdo produziu um pequeno efeito citotdxico, mas a maior concentracao
apresentou 4,3% e 8,6% de células viaveis, produzindo morte em 95,7% e 91,4%
das células, respectivamente (figura 5).

Considerou-se efetiva a concentracdo do extrato e das fracbes que
causou morte em 50% das células. O EBE, a FC e a FH produziram um marcante
efeito citotoxico, de forma concentragdo dependente, com valores de Clsy, para os
dois tipos de células e tempo de incubacao, de aproximadamente 0,4; 0,1 e 0,08

mg/mL, respectivamente.
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Em relagcéo a fracdo metandlica, nos testes de triagem, ndo apresentou efeito
citotoéxico sobre as células do TAE e da linhagem K-562, causando morte celular em

no maximo 36% das células tumorais, portanto, nao foi usada nos demais ensaios.
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Figura 3: Viabilidade de células do tumor ascitico de Ehrlich (TAE) e da linhagem
celular K-562 apds 24 (A) e 48 (B) horas de incubagédo em estufa a 37° C e 5% de
CO,, com diferentes concentracbes de extrato bruto etandlico de S. umbellatum
(0,15 —20 mg/mL). A atividade citotoxica foi determinada pelo método de redugéo do
MTT. Cada ponto representa a média + desvio padrao de trés experimentos em
triplicata. A linha horizontal corresponde a Clsg.
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Figura 4: Viabilidade de células do tumor ascitico de Ehrlich (TAE) e da linhagem
celular K-562 apds 24 (A) e 48 (B) horas de incubagédo em estufa a 37° C e 5% de
CO,, com diferentes concentracdes da fracao cloroféormica de S. umbellatum (0,018
— 2,32 mg/mL). A atividade citotéxica foi determinada pelo método de redugéo do
MTT. Cada ponto representa a média + desvio padrao de trés experimentos em
triplicata. A linha horizontal corresponde a Clsg.
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Figura 5: Viabilidade de células do tumor ascitico de Ehrlich (TAE) e da linhagem
celular K-562 apds 24 (A) e 48 (B) horas de incubagédo em estufa a 37° C e 5% de
CO,, com diferentes concentracbes da fracao hexénica de S. umbellatum (0,006 —
0,76 mg/mL). A atividade citotoxica foi determinada pelo método de reducdo do
MTT. Cada ponto representa a média + desvio padrao de trés experimentos em
triplicata. A linha horizontal corresponde a Clsg
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4.2.2 Avaliacdo de citotoxicidade de S. umbelatum pelo método de exclusdo do azul

de Tripano

Na avaliagdo da citotoxicidade de S. umbellatum, pelo método de
exclusdao do azul de Tripano, foi usada também células do TAE e da linhagem
leucémica K-562, em cultura de 24 e 48 horas.

A inibicdo celular apresentada, apés exposicdo ao EBE (0,4 mg/mL), FC
(0,1 mg/mL) e FH (0,08 mg/mL) em concentracbes correspondentes as Clsg
encontradas pelo método de reducdo do MTT estdo apresentadas na figura 6
(tabela 4 do apéndice).

Esses valores de Clsy, para o EBE, FC e FH, no método de azul de
Tripano, produziram inibicdo de aproximadamente 75%, 72% e 73 % no crescimento
e viabilidade das células do TAE e 95%, 58% e 64% na viabilidade das células K-
562, apds 24 horas de exposicao, respectivamente. Apos 48 horas de exposicéo, o
extrato bruto e as fracées apresentaram inibicdo de aproximadamente de 92%, 82%
e 90 % das células do TAE e 99% de morte celular para as células da linhagem K-

562.
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Figura 6: Inibicao celular do TAE e da linhagem K-562, avaliada pelo método de
exclusado do azul de Tripano, apds 24 (A) e 48 (B) horas de incubacdo em estufa a
372 C e 5% de CO,, com extrato bruto etandlico (EBE - 0,4 mg/mL), fracdo
cloroférmica (FC - 0,1 mg/mL) e fragdo hexanica (FH - 0,08 mg/mL) de S.
umbellatum. Cada ponto representa a média * desvio padrdo da triplicata de
experimentos.
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4.3 Ensaios in vivo

4.3.1 Avaliacdo da sobrevida dos animais tratados com o EBE, a FC e a FH de S.

umbellatum

A avaliagdo da sobrevida dos animais portadores do TAE e tratados com
EBE nas doses de 5, 10 e 25 mg/kg/dia, por 10 dias esta apresentada na figura 7
(tabela 5 do apéndice).

Os animais portadores de tumor, e que nao foram tratados, sobreviveram
até o 25° dia de observacgao, e os animais tratados com as menores doses do EBE
(5 e 10 mg/kg/dia) sobreviveram até o 25° e 30° dia de observacao,
respectivamente, enquanto que, os animais tratados com a dose 25 mg/kg/dia
sobreviveram até o 50° dia. Por outro lado, os animais tratados com o metrotexato,
um agente quimioterapico conhecido, sobreviveram até o 33° de observacao.

O grupo tratado com o EBE na dose 25 mg/kg/dia apresentou um
aumento de 100% da probabilidade de sobrevida, apresentando diferenca
estatisticamente significativa (teste Log-rank, p< 0,05), e os demais grupos tratados
com EBE nao apresentaram diferenca no tempo de sobrevida. O grupo tratado com
0 metotrexato apresentou um aumento na sobrevida de 32 %, mas né&o significativo
estatisticamente, quando comparado ao grupo nao tratado.

O efeito do tratamento com a FC do S. umbellatum nas doses de 1,2; 2,3
e 5,8 mg/kg/dia na sobrevida dos animais portadores de TAE encontram-se
demonstrado na figura 8 (tabela 6 do apéndice). Os animais nao tratados
sobreviveram até o 28° dia de avaliacdo e os animais que foram tratados com a FC

com as doses menores sobreviveram até 29° dia. Ja o grupo que recebeu a maior
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dose sobreviveu até 32° dia, porém nao apresentou diferenca estatisticamente
significativa em relacéo ao grupo controle (teste Log-rank, p> 0,05).

A avaliagcdo da sobrevida dos animais portadores do TAE tratados com a
fracao hexanica esta apresentada na figura 9 (tabela 7 do apéndice).

Os animais do grupo controle (TAE) sobreviveram até o 22° dia de
avaliacdo e os animais tratados com a FH do extrato nas doses 0,4; 0,8 e 1,9
mg/kg/dia, sobreviveram até 29°, 22° e 25° dias de observacgao, respectivamente. O
grupo de animais tratados com a dose 0,4 mg/kg/dia da FH foi o que mais tempo
sobreviveu, apresentando um aumento de 32% na sobrevida, embora nenhuma
diferenca estatisticamente significativa tenha sido detectada, quando comparado ao
grupo controle. Os outros dois grupos tratados ndo apresentaram aumento na

sobrevida dos animais (teste Log-rank, p> 0,05).
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Figura 7: Efeito do extrato bruto etandlico (EBE) de S. umbellatum e do metotrexato
(MTX) na sobrevida de animais portadores de tumor ascitico de Ehrlich (TAE). Os
grupos de animais foram tratados com EBE nas doses de 5, 10 e 25 mg/kg/dia e
com MTX 1,5 mg/kg/dia, pela via intraperitoneal, por 10 dias, iniciando 24 h apos a
inoculagdo de 2 x 10° células/mL de TAE. Os animais do grupo controle (TAE)
receberam somente o diluente. Os grupos de 10 animais foram observados
diariamente até a morte (Curva Kaplan — Meier, Log-rang). p<0,001 em relacdo ao
grupo TAE.
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Figura 8: Efeito da fragdo cloroformica (FC) de S. umbellatum e do metotrexato
(MTX) na sobrevida de animais portadores de tumor ascitico de Ehrlich (TAE). Os
grupos de animais foram tratados com FC nas doses de 1,2; 2,3 e 5,8 mg/kg/dia e
com MTX 1,5 mg/kg/dia, pela via intraperitoneal, por 10 dias, iniciando 24 h apos a
inoculagdo de 2 x 10° células/mL de TAE. Os animais do grupo controle (TAE)
receberam somente o diluente. Os grupos de 10 animais foram observados
diariamente até a morte (Curva Kaplan — Meier, Log-rank). p>0,05 em relagdo ao
grupo TAE.
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Figura 9: Efeito da fracdo hexanica (FH) de S. umbellatum e do metotrexato (MTX)
na sobrevida de animais portadores de tumor ascitico de Ehrlich (TAE). Os grupos
de animais foram tratados com FH nas doses de 0,4; 0,8 e 1,9 mg/kg/dia e com MTX
1,5 mg/kg/dia, pela via intraperitoneal, por 10 dias, iniciando 24 h ap6s a inoculagéao
de 2 x 10° células/mL de TAE. Os animais do grupo controle (TAE) receberam
somente o diluente. Os grupos de 10 animais foram observados diariamente até a
morte (Curva Kaplan — Meier, Log-rang). p>0,05 em relagao ao grupo TAE.
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4.3.2 Avaliagao da inibicao do crescimento tumoral apés tratamento com o EBE, a

FC e a FH de S. umbellatum

Na avaliacdo da inibicdo do crescimento tumoral, o EBE exibiu uma
diminuicdo no numero de células tumorais, de maneira dose-dependente, quando
comparado ao grupo TAE, conforme demonstrado na figura 10 (tabela 8 do
apéndice).

A média do numero de células tumorais encontradas no grupo TAE
correspondeu a 100% de viabilidade celular, os grupos tratados com EBE nas doses
de 5, 10 e 25 mg/kg/dia apresentaram em relacdo ao TAE 91,2 £ 22,1%, 79,5 *
15,4% e 63,4 + 17,5%, respectivamente. O metotrexato (1,5 mg/kg/dia) apresentou
31,3 £ 6,8% de células tumorais. Observou—se, portanto, que houve uma inibicdo no
crescimento tumoral de 8,8%, 20,5% e 36,6% nos animais tratados com EBE nas
doses de 5,10 e 25 mg/kg/dia, respectivamente. No grupo tratado com a dose de
25mg/kg/dia a diferenca foi estatisticamente significativa, quando comparada ao
grupo TAE (teste de Tukey, p<0.05).

O tratamento com a fracao cloroférmica nas doses de 1,2; 2,3 e 5,8
mg/kg/dia ndo alteraram de forma significativa o numero de células tumorais,
apresentando em relacao ao grupo TAE, 96,0 + 11,4%; 95,3 £ 9,2% e 90,0 % 23,2%,
de viabilidade celular, respectivamente, conforme mostra a figura 11 (tabela 9 do
apéndice).

Os animais tratados com a fragdo hexanica nas doses de 0,4; 0,8 e 1,9
mg/kg/dia apresentaram viabilidade celular, em relagdo ao grupo TAE de 91,5
+16,2%; 89,5 £ 9,8 € 89,1% + 10,5 %, respectivamente. A inibicdo no crescimento

tumoral de 8,5%; 10,5% e 10,9% foram observadas com as relativas doses, mas nao
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estatisticamente significativa (teste de Tukey, p>0.05), quando comparada ao grupo
TAE. Estes resultados estao apresentados na figura 12 e tabela 10 do apéndice.

Em relagdo aos animais tratados com o metotrexato houve uma reducao
significativa de 68,7% do numero de células tumorais quando comparado ao grupo
TAE (teste de Tukey, p<0.05) e de 32%, quando comparado ao grupo tratado com o
EBE 25mg/kg/dia, conforme mostram as figuras 10, 11 e 12 (tabelas 8, 9 e 10 do

apéndice).
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Figura 10: Avaliacdo da inibicao tumoral em animais portadores de tumor ascitico de
Ehrlich e tratados por via IP, durante 10 dias, com extrato bruto etandlico de S.
umbellatum nas doses de 5, 10 e 25 mg/kg/dia; metotrexato (MTX) 1,5 mg/kg/dia e
um grupo controle (TAE). Os valores acima representam a média e o desvio padrdo
de cada respectivo grupo. ANOVA, teste de Tukey. * p<0,05 em relacdo ao grupo
TAE.
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Figura 11: Avaliacdo da inibicao tumoral em animais portadores de tumor ascitico de
Ehrlich (TAE), tratados por via IP, durante 10 dias, com a fragédo cloroférmica de S.
umbellatum nas doses de 1,2; 2,3 e 5,8 mg/kg/dia; metotrexato (MTX) 1,5 mg/kg/dia
e um grupo controle (TAE). Os valores acima representam a média e o desvio
padrao de cada respectivo grupo. ANOVA, teste de Tukey. * p<0,05 em relacédo ao
grupo TAE.
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Figura 12: Avaliacdo da inibicao tumoral em animais portadores de tumor ascitico de
Ehrlich (TAE), tratados por via IP, durante 10 dias, com a fragdo hexanica de S.
umbellatum nas doses de 0,4; 0,8 e 1,9 mg/kg/dia; metotrexato (MTX) 1,5 mg/kg/dia
e um grupo controle (TAE). Os valores acima representam a média e o desvio
padrao de cada respectivo grupo. ANOVA, teste de Tukey. * p<0,05 em relacédo ao
grupo TAE.
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4.3.3 Avaliacdo da hemoglobina sérica e do hematocrito dos animais portadores de

TAE apos tratamento com EBE, FC e FH de S. umbellatum

A avaliagdo da hemoglobina sérica e do hematécrito dos animais
portadores de TAE mostrou que o desenvolvimento tumoral induz a uma diminuicao
do numero de hemécias e do conteddo hemoglobinico nos animais, quando
comparado ao grupo controle (sem tumor). J& os animais que foram tratados com
EBE de S. umbellatum na dose de 25 mg/kg/dia apresentou melhora do quadro
hematimétrico, quando comparado ao grupo TAE. Os resultados estao apresentados
nas figuras 13,14 e 15 (tabelas 11, 12 e 13 do apéndice).

Os animais dos grupos controle, TAE (ndo tratados) e MTX apresentaram
0s seguintes valores de hemoglobina sérica de 12,8 + 0,5; 10,8 + 0,7 € 10,6 + 1,0
g/dL, respectivamente e os animais tratados com EBE 5, 10 e 25 mg/kg /dia
apresentaram os seguintes resultados 11,9 = 0,7; 12,2 £ 0,7 e 12,6 £ 1,9 g/dL,
respectivamente. Comparando estatisticamente os valores apresentados por cada
grupo, observou-se que o grupo tratado com o EBE na dose 25mg/kg/dia apresentou
diferenca significativa em relacdo ao TAE, os grupos tratados com 10 e 25 mg/kg/dia
apresentaram diferenca em relacdao ao grupo tratado com MTX (teste de Tukey, p<
0,05).

Os valores de hemoglobina encontrados nos animais tratados com FC
nas doses 1,2; 2,3 e 5,8 mg/kg foram os seguintes, respectivamente: 12,7+ 0,9; 12,1
+ 1,2 e 12,4 £0,7 (g/dL). Nao apresentaram diferenca estatisticamente significativa
em relacdo aos grupos TAE e controle (teste de Tukey, p > 0,05).

A hemoglobina sérica nos animais tratados com FH foi semelhante aos

detectados no sangue dos animais que receberam o EBE e a FC, os valores obtidos
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foram os seguintes: 125 + 1,2; 12,7 £ 0,9; 12,8 + 0,5 (g/dL). Também néo
apresentaram diferenca estatisticamente significativa em relacdo aos grupos TAE e
controle. (teste de Tukey, p > 0,05).

O grupo controle apresentou diferenca estatisticamente significativa em
relacdo ao grupo TAE e ao grupo tratado com MTX (teste de Tukey, p < 0,05).

Em relacdo aos valores de hematdcrito, foi observada uma diferenca
significativa estatisticamente entre o grupo tratado com EBE 25 mg/kg/dia (52,7 + 5,6
%) e o grupo controle (52,2 = 3,8 %), quando comparado ao grupo TAE (43,3 +
3,3%). Quanto ao valor de hematécrito dos animais tratados com a FC e a FH nao

foi observada nenhuma diferenca significativa entre os grupos.
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Figura 13: Niveis de hemoglobina sérica (g/dL) e de hematécrito (%) dos animais
portadores de tumor ascitico de Ehrlich (TAE), tratados com extrato bruto etandlico
(EBE) de S. umbellatum nas doses de 5, 10 e 25 mg/kg/dia; tratados com
metotrexato (MTX) 1,5 mg/kg/dia; de animais nao tratados (TAE) e de animais sem
tumor (CTL). Os valores acima representam a média *desvio padrdo de cada
respectivo grupo. ANOVA, teste de Tukey. * p<0,05 em relacao ao TAE; ** p<0,05
em relacdo ao CTL
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Figura 14: Niveis de hemoglobina sérica (g/dL) e de hematécrito (%) dos animais
portadores de tumor ascitico de Ehrlich (TAE), tratados com a fracao cloroférmica
(FC) de S. umbellatum nas doses de 1,2; 2,3 e 5,8 mg/kg/dia; tratados com
metotrexato (MTX) 1,5 mg/kg/dia; de animais nao tratados (TAE) e de animais sem
tumor (CTL). Os valores acima representam a média *desvio padrdo de cada
respectivo grupo. ANOVA, teste de Tukey. * p<0,05 em relacao ao TAE.
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Figura 15: Niveis de hemoglobina sérica (g/dL) e de hematécrito (%) dos animais
portadores de tumor ascitico de Ehrlich (TAE), tratados com a fragdo hexanica (FH)
de S. umbellatum nas doses de 0,4; 0,8 e 1,9 mg/kg/dia; tratados com metotrexato
(MTX) 1,5 mg/kg/dia; de animais nao tratados (TAE) e de animais sem tumor (CTL).
Os valores acima representam a média tdesvio padrdo de cada respectivo grupo.
ANOVA, teste de Tukey. * p<0,05 em relacado ao TAE.
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4.3.4 Avaliacao da angiogénese nos animais portadores de TAE apés tratamento

com EBE, FC e FH de S. umbellatum

A analise fotografica dos vasos revelou alteragdes na angiogénese dos
grupos estudados, conforme mostram as figuras 16, 17 e 18.

Os animais portadores de TAE e que nao foram tratados, apresentaram a
vascularizacao da parede peritoneal aumentada, com vasos tortuosos, congestos de
eritrocitos e bem dilatados. O tratamento nos animais com o EBE apresentou uma
alteracao evidente, na dose de 25 mg/kg/dia, apresentando uma reducdo na
ramificacdo e no calibre dos capilares, semelhante aquela encontrada no grupo
controle (animais sem tumor). Este mesmo padrao também foi observado no grupo
de animais portadores de TAE e tratados com o MTX.

Assim, os animais que foram tratados com a FC e FH, ndo apresentaram
diferenca visivel no padrao vascular, quando comparado ao grupo TAE.

Estes dados em conjunto demonstram o potencial antiangiogéncico do

extrato bruto de S. umbellatum.
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Figura 16: Fotografia do padrdo vascular dos animais transplantados com tumor
ascitico de Ehrlich (TAE) tratados com extrato bruto etandlico (EBE) de S.
umbellatum nas doses de 5, 10 e 25 mg/kg/dia; de animais tratados com metotrexato
(MTX) na dose 1,5 mg/kg/dia, via IP, por 10 dias, de animais somente portadores de
tumor (TAE) e de animais sem tumor (CTL).
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Figura 17: Fotografia do padrdo vascular dos animais transplantados com tumor
ascitico de Ehrlich (TAE) tratados com a fragédo cloroférmica (FC) de S. umbellatum
nas doses de 1,2; 2,3 e 5,8 mg/kg/dia; de animais tratados com metotrexato (MTX)
na dose de 1,5 mg/kg/dia, via IP, por 10 dias; de animais somente portadores de
tumor (TAE) e de animais sem tumor (CTL).
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Figura 18: Fotografia do padrdo vascular dos animais transplantados com tumor
ascitico de Ehrlich (TAE) tratados com a fragdo hexanica (FH) de S. umbellatum nas
doses de 0,4; 0,8 e 1,9 mg/kg/dia; e de animais tratados com metotrexato (MTX) na
dose de 1,5 mg/kg/dia, via IP, por 10 dias, de animais somente portadores de tumor
(TAE) e de animais sem tumor (CTL).
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4.3.5 Dosagem do Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF)

Como apresentado na figura 19 (tabela 14 do apéndice), o tratamento,
com extrato bruto etandlico de S. umbellatum, produziu uma modulagdo negativa
nos niveis do VEGF, quando comparado ao grupo apenas portador de tumor ascitico
de Ehrlich.

Os animais do grupo TAE apresentaram valores de VEGF 3.3431144
pg/mL no liquido ascitico, enquanto que o grupo de animais tratados com EBE na
dose 25 mg/kg/dia apresentou valor de VEGF de 1.906+497 pg/mL. Este grupo
apresentou uma reducao significativa (teste de Tukey, p<0,05) dos niveis de VEGF,
quando comparado ao grupo TAE.

Os grupos tratados com as doses de 5 e 10 mg/kg/dia, ndo apresentou
reducao nos niveis de VEGF, quando comparado ao grupo TAE (teste de Tukey,

p>0,05).
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Figura 19: Niveis de fator de crescimento endotelial vascular (VEGF - pg/mL),
determinado pelo método Elisa, no liquido ascitico de animais portadores de tumor
ascitico de Ehrlich (TAE), tratados via IP, por 10 dias, com extrato bruto etandlico
(EBE) de S. umbellatum nas doses de 5, 10 e 25 mg/kg/dia e de animais nao
tratados (TAE). Os valores acima representam a média * desvio padrdao de cada
respectivo grupo. ANOVA, teste de Tukey. * p<0,05 em relagdo ao grupo nao tratado
(TAE).
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4.3.6 Dosagem de Prostaglandina E;

No entanto, nos niveis de prostaglandina E, determinado no liquido
ascitico dos animais portadores de TAE e tratados com extrato bruto etandlico de S.
umbellatum nas doses de 5, 10 e 25 mg/kg/dia, ndao se observou nenhuma
alteracgao.

Os animais do grupo TAE apresentaram valores de PG E> 10.440 + 67
pg/mL, enquanto que o grupo de animais tratados com a maior dose do EBE (25
mg/kg/dia) apresentou valor de PG E; 10.290 + 356 pg/mL. Os valores obtidos ndo
apresentaram nenhuma diferencga significativa quando comparado ao grupo TAE, e

estdo apresentados na figura 20 e tabela 15 do apéndice.
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Figura 20: Niveis de prostaglandina E, (PG E, - pg/mL) determinado pelo método
Elisa, no liquido ascitico de animais portadores de tumor ascitico de Ehrlich (TAE),
tratados via IP, por 10 dias, com extrato bruto etanélico (EBE) de S. umbellatum nas
doses de 5, 10 e 25 mg/kg/dia e de animais nao tratados (TAE). Os valores acima
representam a média * desvio padrao de cada respectivo grupo.
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5 DISCUSSAO

Os produtos naturais tém apresentado um papel significativo na
descoberta de farmacos, em especial, no desenvolvimento de agentes contra o
cancer e doencas inflamatérias.

Historicamente, as analises iniciais de novos compostos antineoplasicos
baseiam-se na eficacia contra uma seérie de tumores murinos transplantaveis. No
entanto, com o objetivo de superar possiveis limitagcbes nas avaliagcbes de
compostos antitumorais, emprega-se atualmente, linhagens celulares derivadas de
tumores humanos como forma de triagem e direcionamento (OLIVEIRA, 2003).

Ensaios de citotoxicidade in vitro sdo métodos rapidos e racionais para a
triagem de plantas, com atividade demonstrada positiva em um numero enorme de
espécies existentes (MATHUR et al. 2006). A citotoxicidade é um dos alvos da
quimioterapéutica de atividade antitumoral, e muitos dos agentes antitumorais
usados na clinica atualmente, possuem uma significante atividade citotoxica em
sistemas de cultura celular, bem como in vivo (AJITH; JANARDHANAN, 2003).

Muitos pesquisadores tém utilizado as culturas de células para avaliar a
citotoxicidade de compostos com potencial atividade terapéutica de produtos
naturais (AJITH; JANARDHANAN, 2003; BINCOLETTO et al., 2005; CONEGERO et
al., 2003; MELO, 2004; NAPOLITANO et al.,, 2005; OOl et al., 2004; SUNILA;
KUTTAN, 2004; VOSS; EYOL; BERGER, 2006) e sintéticos (JENDIROBA et al.,
2002; VALADARES et al., 2006b) e resultados promissores tém sido obtidos.

Neste estudo, foram investigados os efeitos antitumorais e
antiangiogénico do extrato bruto de S. umbellatum e fragdes, utilizando o tumor

ascitico de Ehrlich e a linhagem de célula K-562 para os ensaios in vitro e o modelo
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de animais portadores de tumor ascitico de Ehrlich para as avaliagbes in vivo.
Avaliou-se previamente, a atividade citotoxica do extrato bruto e das fragbes de S.
umbelattum, in vitro, para posteriormente direcionar os ensaios in vivo.

Os resultados obtidos com os ensaios in vitro demonstraram que o extrato
bruto etandlico, a fracdo cloroférmica e a fragdo hexéanica apresentam potencial
antitumoral, uma vez que foram capazes de interferir no crescimento e viabilidade
das células do tumor ascitico de Ehrlich (carcinoma) e da linhagem leucémica K-562
(tumor hematolégico).

A citotoxidade de S. umbellatum foi investigada usando os métodos de
reducao de MTT e o de exclusdo do azul de Tripano, fornecendo assim, 0s primeiros
dados sobre a concentracdo inibitéria 50% do EBE, das fragdes cloroférmica e
hexanica nas 24 e 48 horas de incubacao.

Os objetivos dos ensaios de citotoxicidade, realizados neste estudo,
incluiram avaliar a integridade da membrana celular e atividade mitocondrial, os
quais produzem informacdes da susceptibilidade das organelas celulares e
compartimentos (ANAZETTI et al., 2003; LOVELAND et al., 1992; MELO et al.,
2003).

O método de reducdo do MTT avalia a capacidade da enzima succinato
desidrogenase mitocondrial em reduzir o MTT a cristais de formazan (NIU; ZHAO;
JING, 2001; RIBEIRO-DIAS et al., 2000), mede a viabilidade celular baseada na
endocitose, uma caracteristica fundamental da maioria das células vivas (ANAZETTI
et al. 2003; MOSMANN, 1983). E o teste azul de Tripano permite uma avaliagdo da
integridade estrutural da membrana celular (ANAZETTI et al. 2003; LOVELAND et

al., 1992), ou seja, avalia a capacidade da célula de permitir a entrada do corante
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através da membrana plasmatica e depois expulsa-lo para o meio extracelular
(OLIVEIRA, 2003; SCUDIERO; SHOEMAKER; PAULL, 1988).

Os resultados encontrados no teste de citotoxicidade, utilizando o método
de reducdo do MTT, possibilitaram a determinacao da concentracao inibitéria 50%
(Clsp), do extrato bruto e das fracdes frente as células do TAE e da linhagem K-562.
Os valores encontrados foram de aproximadamente 0,4; 0,1 e 0,08 mg/mL para o
EBE, FC e FH, respectivamente. Considerando estas Clsg, verificou-se através do
método de exclusdo do azul de Tripano, que o EBE, a FC e a FH inibiram a
viabilidade celular do TAE e K-562 em aproximadamente 75%, 72% € 73 % € 95%,
58% e 64%, apds 24 horas de exposicao, respectivamente. Apés 48 horas de
exposicao estes apresentaram reducao de 92%, 82% e 90% da viabilidade celular
do TAE e 99% da viabilidade das células K-562.

Estes resultados demonstraram que existe uma diferenga nos valores de
Clsp, determinada por cada método. No teste de reducdo do MTT, os valores
encontrados foram maiores que no teste de exclusdo do azul de Tripano, pois
considerando as mesmas concentracdes dos extratos, a inibicao celular foi maior.
Estes dados podem ser explicados, pelo menos em parte, devido aos diferentes
principios dos métodos, pois no MTT apesar da membrana celular apresentar danos
causados pela acado de S. umbellatum, as organelas citoplasmaticas, no caso, as
mitocéndrias, ainda podem apresentar condicdes de realizar algumas das funcdes
bioquimicas (OLIVEIRA, 2003).

Varios fatores podem interferir com a citotoxicidade, incluindo a
concentracdo do agente quimico, tempo de exposicao, densidade e o tipo de célula.
A duracéo da exposicao e a concentracao do farmaco apresentam uma relacao com

a atividade citotéxica, uma longa exposicao pode aumentar a sensibilidade, além de
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predizer os efeitos no ciclo celular e os efeitos cumulativos dos agentes (ANAZETTI
et al.,, 2003; MELO et al.,, 2000). Observa-se, portanto, que nos ensaios de
citotoxidade, o tempo e a concentracdo de S. umbellatum interferiram nos seus
efeitos.

Os resultados mostraram um efeito citotdéxico concentragdo-dependente
sendo que o EBE de S. umbellatum, foi o que melhor apresentou o efeito citotoxico,
seguido da FH e da FC; achados como estes também foram observados por
Conegero et al. (2003) em um estudo com a planta Alchornea glandulosa Poepp,
uma Euphorbiaceae, onde o extrato bruto foi mais eficaz quando comparado com as
fracoes.

Em adicdo a atividade citototéxica observada nos ensaios in vitro com S.
umbellatum, foi avaliado as propriedades antitumorais do EBE, FC e FH desta
planta, usando o modelo in vivo do tumor ascitico de Ehrlich.

Recentemente as propriedades antitumorais das Euphorbiaceaes tém
sido demonstradas por produzir citotoxicidade in vivo. Neste sentido, Baloch et al.
(2007), demonstraram que o éster 12-deoxiforbol da Euphorbia cornigera Boiss tem
uma importante atividade inibitéria no crescimento e viabilidade de células KB
(células de adenocarcinoma de nasofaringe). Luo e Wang (2006) documentaram o
efeito anti-proliferativo de um diterpeno isolado da Euphorbia fischeriana Steud, nas
células K-562 alcancando o ciclo celular na fase 1 e subsequentemente induzindo a
apoptose.

Outro estudo demonstrou que a Euphorbia cheiradenia Boiss & Hohen
induz fragmentacao de DNA e apoptose em células K-562 (AMIRGHOFRAN et al.,

2006). Além disso, Premaratna, Shdaksharaswamy e Nanjappa (1984b) mostraram
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que lecitinas de Synadenium grantii prolongam a formacédo de fluido ascitico em
ratos portadores de sarcoma ascitico de Yoshida.

E em relacdo a S. umbellatum, nenhum relato sobre a atividade
antitumoral ou citotoxica foi encontrado na literatura, mas dados de estudos
realizados por Valadares, Castro e Cunha (2007), mostraram que o extrato etanélico
desta planta possui atividade mutagénica e citotdxica, dose-dependente, sobre as
células da medula 6ssea de camundongos.

A implantagdo do TAE nos animais induz reacao inflamatéria local, com
aumento da permeabilidade vascular o que resulta em uma formacéo intensa de
edema, migragao celular e uma progressiva formacao de fluido ascitico (FECHIO et
al. 1990).

Os estudos da avaliacdo da inibicdo tumoral, in vivo, nos animais
inoculados com TAE e tratados com extrato de S. umbellatum, demonstraram que
houve uma reducgao no crescimento do tumor de 36,6% para EBE 25 mg/kg/dia. Ja a
FC e a FH apresentaram inibicdo tumoral menor, de aproximadamente 10%. O
namero de células vidveis na cavidade peritoneal foi menor nos animais tratados
com EBE.

Estes resultados foram corroborados com os da sobrevida, em que o0s
animais tratados com EBE, na dose de 25mg/kg/dia, tiveram aumento na expectativa
de vida.

Um dos critérios seguro para avaliagdo de farmacos anticancer é o
prolongamento da vida do animal (GUPTA et al., 2004; DONGRE et al., 2007) e este
critério foi observado nos animais tratados com o EBE na dose de 25 mg/kg/dia.

Trabalhos na literatura sugerem que o perfil da resposta terapéutica de

agentes com atividade tumoral, no modelo do tumor ascitico de Ehrlich, consiste na
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reversdo da profunda mielossupressao e do elevado nivel de PG E: induzido pelo
modelo tumoral (QUEIROZ et al., 2004; VALADARES et al., 2006b). Sao
considerados resultados positivos aqueles que aumentam a taxa ou duracdo de
sobrevida, reduz o crescimento do tumor na cavidade peritoneal e decresce o
namero de leucocitos no sangue (GUPTA et al., 2004; VALADARES et al., 2006b;
DONGRE et al., 2007).

Na avaliagcao da sobrevida, o EBE apresentou atividade muito satisfatéria,
pois aumentou em 100% a probabilidade de sobrevida dos animais tratados com a
dose de 25 mg/kg/dia, quando comparado ao grupo nao tratado, mostrando-se
superior, mesmo quando comparado com o antitumoral metotrexato, que apresentou
um acréscimo de 32 % na expectativa de vida dos animais. Os achados com o MTX
sobre a sobrevida podem ser explicados, devido aos diversos efeitos adversos que
este farmaco causa, dentre eles estao a depressdo da medula, lesdes do epitélio
gastrintestinal e nefrotoxicidade (RANG et al. 2003).

Estudos envolvendo extratos de origem vegetal, por exemplo, Withania
somnifera (L.) Dunal (MELO, 2004), Zanthoxylum rhoifolium Lam. (SILVA;
FIGUEIREDO; YANO, 2007), Emblica officinalis Gaertn (JOSE; KUTTAN; KUTTAN,
2001), Euphorbia tirucalli (VALADARES et al., 2006b), Piper longum Linn. (SUNILA;
KUTTAN, 2004), demonstraram que a preservacao da integridade da hematopoiese
estda intimamente associada a capacidade do farmaco de aumentar a taxa de
sobrevida. Desta forma, fica evidente que este modelo experimental é uma valiosa
ferramenta dentro da fase pré-clinica do desenvolvimento de novos farmacos.

Os principais problemas encontrados na quimioterapia do cancer sao a
mielossupressado e a anemia (GUPTA et al., 2004; RAJKAPOOR et al., 2007). A

anemia que ocorre nos animais portadores de tumor é principalmente devido a
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reducéo do numero de hemacias ou producdo de hemoglobina, e isto pode ocorrer
por deficiéncia de ferro, por hemdlise ou ainda por outras condicdes mielotdxicas
(GUPTA et al. 2004; RAJKAPOOR et al., 2007). Neste contexto, o tratamento com S.
umbellatum apresentou valores de hemoglobina sérica e hematécrito proximo aos
niveis encontrados nos animais normais (ndao portadores de TAE). A diferenca
encontrada nestes valores, quando comparada ao grupo portador de TAE, foi
significativa para o EBE na dose de 25 mg/kg/dia. Em relacdo aos valores
hematimétricos alterados, encontrados no grupo TAE, deve-se a anemia que o
tumor causa nos seus hospedeiros € no caso do MTX a presenca de anemia pode
ser devido a acao do farmaco como um antagonista dos folatos e por apresentar
efeito depressor na hematopoiese. Estes dados sugerem que a atividade antitumoral
evidenciada com o S. umbellatum nao interfere com a linhagem eritrdide da
hematopoiese, pelo contrario, pode ser um indicativo de efeito protetor sobre a
medula 6ssea. Resultados como estes, em que se observa uma reversdo dos
parametros hematolégicos, ja foram relatados por outros autores (DONGRE et al.,
2007; GUPTA et al., 2004).

Os resultados em conjunto mostram um aumento da sobrevida,
acompanhado de um quadro hematolégico normal, nos animais tratados com EBE
na dose de 25 mg/kg/dia, demonstrando claramente o efeito do EBE sobre o TAE.
Outros estudos com plantas da familia Euphorbiaceae, como a Phyllanthus
polyphylus Wall (RAJKAPOOR et al., 2007) e a Euphorbia tirucalli (VALADARES et
al., 2006b) também demonstraram aumento na sobrevida dos animais portadores de
tumor quando tratados com extratos dessas espécies botanicas. Em relacdo ao
estudo com a Euphorbia tirucalli um efeito hematoprotetor foi observado em paralelo

a atividade antitumoral (VALADARES et al., 2006b).
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A angiogénese é um dos mais importantes fatores envolvidos no
desenvolvimento e progressao dos tumores humanos (FOLKMANN et al, 1989).

Estudos na literatura demonstram a angiogénese em animais portadores
de TAE (GURURAJ et al., 2002; TEIXEIRA et al., 2006) e esta associado a presenca
de fatores indutores de angiogénese no fluido ascitico. Neste sentido, o
envolvimento do VEGF na formagdao da ascite maligna encontra-se bem
documentado (GURURAJ et al, 2002; LUO et al. 1998; LUO; TOYODA; SHIBUYA,
1998).

Na analise da formacdo dos vasos sanguineos observou-se que 0S
animais portadores de TAE apresentaram a regido abdominal altamente
vascularizada com vasos sanguineos tortuosos, congestos de eritrécitos e bem
calibrosos, conforme descrito por Teixeira et al. (2006). Por outro lado, os animais
tratados com EBE apresentaram vascularizagao similar aquela encontrada no grupo
controle, sugerindo uma possivel atividade da S. umbellatum como antiangiogénico.

Teixeira et al. (2006), estudaram a ativacdo da sequéncia do
desenvolvimento celular, angiogénese, inflamacdo e producdo de citocinas no
musculo abdominal de animais portadores de ascite e demonstraram que o TAE
promove alteracées na estrutura e na funcdo do musculo abdominal, demonstraram
também, que a vascularizacdo da regido peritoneal apresentava alteragdes bem
visiveis e era invadida por células inflamatérias. E como conseqiiéncias das
alteracées morfolégicas no musculo, alteracées bioquimicas e nas atividades
funcionais também foram detectadas. O conteudo de hemoglobina (indice vascular)
junto com os niveis de citocinas pré-angiogénicas, VEGF e TNF-a aumentaram

progressivamente no musculo seguindo o desenvolvimento da ascite. Alteracoes na
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vascularizacado da regiao peritoneal e aumento nos niveis de VEGF também foram
observados por Ferreira et al. (2007).

Para certificar sobre a possivel acao do S. umbellatum na angiogénese,
determinou-se os niveis de VEGF no fluido ascitico, pois, conforme demonstrado por
Teixeira et al. (2006) e Ferreira et al. (2007), os niveis de VEGF encontram-se
aumentado em animais portadores de TAE, o que torna um indicador importante e
indiscutivel para a avaliacdo da atividade antiangiogénica de compostos.

Os animais portadores de TAE tratados com EBE na dose de 25
mg/kg/dia, por 10 dias, apresentaram uma redugao significativa nos niveis de VEGF,
quando comparado ao grupo TAE, o que ratifica a acdo do extrato sobre a
vascularizacao, visto que o VEGF é um dos principais reguladores pré-angiogénicos,
neste modelo experimental.

Estes resultados sugerem tanto um efeito direto sobre as células
tumorais, quanto um efeito indireto envolvendo a ativacdo dos macréfagos e a
inibicdo da permeabilidade vascular.

O VEGF é uma citocina que atua de maneira autocrina e paracrina, sendo
um importante mitbgeno para a proliferacdo de células endoteliais do TAE in vivo
(SHEELA et al., 2006; SUNILA; KUTTAN, 2006) sendo uma citocina importante na
angiogénese normal e anormal (SUNILA; KUTTAN, 2006).

Diversos estudos relataram a atividade de produtos naturais e da dieta
sobre a angiogénese especifica dos tumores, como exemplo, pode-se citar a
curcumina (GURURAJ et al., 2002), a Whithania somnifera (MATHUR et al., 2006),
Glycyrrhiza glabra L. (SHEELA; RAMAKRISHANA; SALIMATH, 2006) e Piper
longum (SUNILA; KUTTAN, 2006). O resveratrol, um composto polifenélico

encontrado nas uvas e em outras frutas, pode inibir efeitos angiogénicos induzido
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por VEGF em células endoteliais de veias do corddo umbilical humano (PRADEEP;
SUNILA; KUTTAN, 2005). Outros compostos originados de produtos naturais, como
capsaicina (espécie Capsicum), a sanguinarina (Sanguinaria canadensis L.), acido
elagico (frutas), catequinas (cha verde) também inibiram o VEGF, e
consequentemente, a angiogénese. Estes agentes parecem alvejar mecanismos
comuns na angiogénese do tumor o que podera permitir a identificacdo de alvos
criticos para terapia e quimioprevencado antiangiogénica (PRADEEP; SUNILA;
KUTTAN, 2005). Portanto, compostos que inibem os efeitos do VEGF apresentam
potencial, para prover uma nova, efetiva e, bem tolerada terapia contra tumores, em
especial os solidos.

Estes agentes poderao oferecer uma nova oportunidade terapéutica para
as outras doencas, nas quais a angiogénese desempenha um papel patolégico
importante.

Os inibidores da angiogénese mostram-se promissores como agente
anticancer e podem atuar tanto nos estagios pré-invasivos como invasivos do cancer
(GHOSH; MAITY 2006; MATHUR et al., 2006; SHEELA; RAMAKRISHANA;
SALIMATH, 2006).

Esses resultados mostram que ha inibicado da neovascularizagao pelo S.
umbellatum, sobretudo, o EBE, na regido peritoneal dos animais, em associacao
com a reducao dos niveis de VEGF, confirmando assim, o potencial antiangiogénico
encontrado nesta planta.

A prostaglandina E; regula a proliferacdo de linfécitos e inibe a atividade
tumoricida dos macrofagos normais, ja esta bem estabelecido que a PG E; exerce
uma retroalimentacdo negativa nos macrofagos e que os macréfagos dos animais

portadores de tumor produzem mais PG E, que os macréfagos de animais normais
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(BINCOLETTO et al.,, 2005; FECHIO et al., 1990). A PG E, pode modular uma
variedade de resposta imune, incluindo a mitogénese T-linfocitica, producédo de
linfocinas e citotoxicidade tumoral mediada por células NK e macréfagos. A
imunossupressao pode esta diretamente induzida por PG E; ou estas substancias
podem induzir células T-supressoras. A maioria das células mononucleares na
cavidade peritoneal sdao macrofagos que sao considerados as maiores células
envolvidas na rejeicao do tumor (BINCOLETTO et al., 2005; PARHAR; LALA, 1988).

Os niveis de prostaglandina E, determinado no liquido ascitico dos
animais tratados com o EBE nao apresentaram alteracées em relacdo ao grupo que
nao recebeu tratamento, apesar de estudos realizados por Oliveira (2007) com esta
planta ter demonstrado atividade antiinflamatéria.

Embora os mecanismos de acdo envolvidos no efeito antitumoral do S.
umbellatum nao tenham sido totalmente esclarecidos, mecanismos como ativacao
da atividade imunomoduladora, atividade citotoxica sobre as células tumorais, além
da capacidade de induzir alteracdes nos niveis de glutation e capacidade de induzir
apoptose e/ou necrose, sdo observados nos estudos de investigacdo de atividade
tumoral de compostos (MELO, 2004; ORSOLIC; BASIC, 2005). Sado também,
freqientemente apontados como mecanismo importante dos compostos, a acao
direta ou indireta nas células tumorais por estimulacdo das células hospedeiras,
principalmente macroéfagos. Tais estimulos poderao induzir producgéo e liberagéo de
varias citocinas como IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a e 6éxido nitrico. Algumas dessas
citocinas tém efeito citotoxico nas células tumorais, outras atuam em células
ativando as células NK e linfécitos T citotoxicos (LIU et al. 1995; MELO, 2004;
ORSOLIC; BASIC, 2005; YAMAMOTO et al. 1995). Em adi¢do, estas citocinas

poderdo estimular a producdo de proteina C reativa e fator complemento C3 que
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devera atuar como opsonizacao nas células tumorais. A combinacao desses efeitos
podera impedir o crescimento tumoral e levar a eliminacdo de células tumorais
(ORSOLIC; BASIC, 2005).

E provavel que a atividade antitumoral do S. umbellatum seja o resultado
das atividades sinérgicas dos compostos presentes no extrato sobre os mecanismos
descritos.

Os dados apresentados mostram claramente que o S. umbellatum tem
uma atividade antitumoral in vitro e in vivo e atividade antiangiogéncia in vivo. Esta
planta produz um efeito letal sobre as células tumorais, aumenta a sobrevida dos
animais portadores de TAE, em associacdo com a diminuicdo da producdo do
VEGF. Sendo assim, estes resultados fornecem perspectivas interessantes para
estudos posteriores de toxicologia e farmacologia da S. umbellatum como um

candidato a farmaco anticancer.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo permitiu concluir que:

v O EBE, a FC e a FH de S. umbellatum possuem efeito citotoxico
concentracao-dependente, sobre as células do tumor ascitico de Ehrlich e da
linhagem leucémica K-562. O EBE foi o que melhor apresentou o efeito citotdxico,

seguido da FH e da FC.

v O EBE de S. umbellatum na dose de 25 mg/kg/dia apresentou um

aumento na probabilidade de sobrevida dos animais.

v' O EBE de S. umbellatum na dose de 25 mg/kg/dia apresentou reducao

no crescimento tumoral

v O EBE de S. umbellatum na dose de 25 mg/kg/dia apresentou efeito

sobre o quadro hematoldgico, reduzindo a anemia causada pelo tumor.

v O EBE S. umbellatum apresentou inibicdo da neovascularizagao na
regidao peritoneal dos animais, associado a reducado dos niveis de VEGF,

confirmando assim, o potencial antiangiogénico desta planta.

v O S. umbellatum apresenta uma atividade antitumoral in vitro e in vivo

e uma atividade antiangiogénica in vivo.
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7 PERSPECTIVA

Diante da concluséo obtida neste trabalho, torna-se importante apontar os
seguintes aspectos para o0 prosseguimento dos estudos acerca da atividade
antitumoral do S. umbellatum, dentre eles pode-se citar:

v Prospeccao fitoquimica

v’ Isolamento e caracterizacdo da substancia bioativa

v’ Identificagdo do mecanismo de acdo da atividade antitumoral e
antiangiogénica

v Investigacao da atividade mielotéxica e/ou mieloprotetora do extrato de

S. umbellatum e das fracoes.

v' Prosseguimento dos estudos toxicoldgicos e farmacolégicos.
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APENDICE A — Tabelas de dados

Tabela 1: Viabilidade de células do TAE e da linhagem K-562 (% em relagdo ao
controle), apds 24 e 48 horas de incubacdo em estufa a 372 C e 5% de CO,, com
diferentes concentracdes de EBE de S. umbellatum (0,15 — 20 mg/mL). A atividade
citotoxica foi determinada pelo método de reducao do MTT. Cada ponto representa a
média * desvio padrao de trés experimentos, em triplicata.

EBE

mg/mL % 0,15 03 0,6 1,2 2,5 5 10 20

24H TAE Média 749 526 40,2 323 255 125 82 53
DP 8,1 22 5,1 34 44 32 32 21

K-562 Média 82 695 582 182 129 7,7 51 37
DP 5,1 1,2 59 2,1 1,3 0,9 1,1 0,6

48H TAE Média 100 80,4 442 324 236 164 11,9 8,1
DP 4,9 3,6 5,2 6,2 4,2 3,1 34 22

K-562 Média 80 60,2 322 254 85 6,3 4,8 4
DP 32 53 41 3,5 26 3,1 2,7 1,6

EBE = Extrato Bruto Etandlico
TAE = Tumor ascitico de Ehrlich
DP = Desvio Padrao
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Tabela 2: Viabilidade de células do TAE e da linhagem K-562 (% em relagdo ao
controle) ap6s 24 e 48 horas de incubacdo em estufa a 37° C e 5% de CO,, com
diferentes concentracdes de FC de S. umbellatum (0,018 — 2,32 mg/mL). A atividade
citotdxica foi determinada pelo método de reducdo do MTT. Cada valor representa a
média * desvio padrao de trés experimentos, em triplicata.

FC

% 0,018 0,035 0,07 0,14 0,29 0,58 1,16 2,32
mg/mL

24H TAE Média 100 100 956 60,3 283 20,3 11,9 6,1
DP 5,2 6,4 4,2 6,3 3,3 1,5 0,9 0,9

K-562 Média 98,6 90,3 83,1 662 353 95 4,1 2,4
DP 4,1 6,4 4,2 6,3 3,3 1,5 0,9 0,5

48H TAE Média 100 100 91,7 79,9 324 221 146 10,9
DP 5,5 3,2 2,7 3,8 2,2 1,1 1,9 2,5

K-562 Média 100 100 98 83 36,2 244 156 8,8
DP 4,4 5,8 3,8 2,6 3,7 0,3 0,6 1,2

FC = Fracao Cloroférmica
TAE = Tumor ascitico de Ehrlich
DP = Desvio Padrao
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Tabela 3: Viabilidade de células do TAE e da linhagem K-562 (% em relagdo ao
controle), apds 24 e 48 horas de incubacdo em estufa a 37° C e 5% de CO,, com
diferentes concentracdes de FH de S. umbellatum (0,006 — 0,76 mg/mL). A atividade
citotdxica foi determinada pelo método de reducdo do MTT. Cada valor representa a
média * desvio padrao de trés experimentos, em triplicata.

FH

% 0,006 0,012 0,024 0,048 0,096 0,19 0,38 0,76
mg/mL

24H TAE Média 100 98,4 844 552 228 10,7 9,5 6,5
DP 4,1 3,3 3,1 56 21 0,8 0,7 1,4

K-562 Meédia 98,1 92,1 852 648 408 122 6,1 4,3
DP 1,3 6,2 5,6 16 49 51 1,3 0,4

48H TAE Média 100 984 81,8 689 36,2 179 14,4 10,7
DP 6,2 4,4 3,2 1,4 3,1 1,6 29 21

K-562 Meédia 100 100 98,5 80,4 51 252 144 8,6
DP 42 38 55 48 51 42 25 1,6

FH = Fracdo Hexéanica
TAE = Tumor ascitico de Ehrlich
DP = Desvio Padrao
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Tabela 4: Inibicao celular do TAE e da linhagem leucémica K-562 (% em relacao ao
controle), avaliada pelo método de exclusao do azul de Tripano, apds 24 e 48 horas
de incubacao em estufa a 37° C e 5% de CO,, com EBE (0,4 mg/mL), FC (0,1
mg/mL) e FH (0,08 mg/mL) de S. umbellatum em concentragdes correspondentes
as respectivas Clsg encontrada no método de reducdo de MTT. Cada valor
representa a média * desvio padréo de trés experimentos, em triplicata.

Células % EBE FC FH
0,4 mg/mL 0,1 mg/mL 0,08mg/mL

24H TAE Média 74,7 71,5 72,4
DP 4.3 4,2 6,2

K-562 Média 94,6 57,6 63,7

DP 1,2 4,2 4,3

48H TAE Média 91,4 81,5 89,8
DP 4,6 3,4 1,3
K-562 Média 99 99 99

DP 0,2 0,5 0,4

EBE = Extrato Bruto Etandlico
FC = Fragéo Cloroférmica

FH = Fragdo Hexanica

TAE = Tumor ascitico de Ehrlich
DP = Desvio Padrao
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Tabela 5: Efeito do EBE de S. umbellatum e do metotrexato (MTX) na sobrevida de
animais portadores de TAE. Os grupos de animais foram tratados com EBE nas
doses de 5, 10 e 25 mg/kg/dia e com MTX 1,5 mg/kg/dia, pela via intraperitoneal, por
10 dias, iniciando 24 h apés a inoculagdo de 2 x 10° de células de TAE. Os animais
do grupo controle (TAE) receberam somente o diluente. Os grupos de 10 animais
foram observados diariamente até a morte.

Dias de TAE MTX 5 10 25
Observacao 1,5 mg/kg/dia | mg/kg/dia | mg/kg/dia | mg/kg/dia

- - 1 - -
1 - 3 - -
- - 1 - -
- - 1 - -
- - 1 2 -
2 - - - -
2 : - - 3
- - 1 1 1
1 - : 3 2
1 - 1 2 1
- - - - 1
1 1 - - -
1 - - - -
1 1 1 - -
- 2 - - -
- 2 - - -
- 1 - - -
- 1 - 2 1

W[ ||| ||| [NN[NN[N[A[NNN [N |t |t |t |t b [t | b [t |t | 2
O ONDOB DN = OV 0N GHR BN =S VN GAWN=OCRNDOCR VN =
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40 : : - - -

41 : : : - :

42 : : : - -

43 : - . . .

44 - - - - -

45 : - : : :

46 : - . . .

47 : : - : .

48 : - . . .

49 : : - - -

50 : ! : : 1

EBE = Extrato Bruto Etandlico
TAE = Tumor ascitico de Ehrlich
MTX = Metotrexato
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Tabela 6: Efeito da FC de S. umbellatum e do metotrexato (MTX) na sobrevida de
animais portadores TAE. Os grupos de animais foram tratados com FC nas doses de
1,2; 2,3 e 5,8 mg/kg/dia e com MTX 1,5 mg/kg/dia, pela via intraperitoneal, por 10
dias, iniciando 24 h apés a inoculagdo de 2 x 10° de células de TAE. Os animais do
grupo controle (TAE) receberam somente o diluente. Os grupos de 10 animais foram
observados diariamente até a morte.

Dias de TAE MTX 1,2 2,3 5,8
Observacao 1,5 mg/kg/dia | mg/kg/dia | mg/kg/dia | mg/kg/dia

1
1 — 1 — 1
1 — 1 — 1

=[O (=]

= (=1

== ==
1
1

|_L_L|'\)||'\)_L|_L|

W WW W NN = Al aa|alalala
D N|= OO PN B[N =S|ooNo|uswN = o/®®R NGO GHRWN =
o= QO = N[ = =]
1

FC = Fracao Cloroférmica
TAE = Tumor ascitico de Ehrlich
MTX = Metotrexato
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Tabela 7: Efeito da FH de S. umbellatum e do metotrexato ( MTX) na sobrevida de
animais portadores de TAE. Os grupos de animais foram tratados com FH nas doses
de 0,4; 0,8 e 1,9 mg/kg/dia e com MTX 1,5 mg/kg/dia, pela via intraperitoneal, por 10
dias, iniciando 24 h apés a inoculacdo de 2 x 10° de células de TAE. Os animais do
grupo controle (TAE) receberam somente o diluente. Os grupos de 10 animais foram
observados diariamente até a morte.

Dias de TAE MTX 0,4 0,8 1,9
Observacao 1,5 mg/kg/dia | mg/kg/dia | mg/kg/dia | mg/kg/dia

1 — 1 — 1

= [ =N

|_L_L|'\)||'\)_L|_L|

W W[WWNINNINNINNNDNN = 2] aa|alala
PN|=2 (O |©|0|N|o | 0B WN|= S0 NG WN =o|® RN ORWN =
1
1
C o=

FH = Fracdo Hexéanica
TAE = Tumor ascitico de Ehrlich
MTX = Metotrexato
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Tabela 8: Avaliacdo da inibicdo tumoral em animais, inoculados com TAE e tratados
por via IP, durante 10 dias, com EBE de S. umbellatum nas doses de 5, 10 e 25
mg/kg/dia; metotrexato (MTX) 1,5 mg/kg/dia e um grupo controle (TAE). Os valores
representam o nimero de células tumorais multiplicado por 10° /mL e o percentual
em relacao a média do grupo controle (TAE). ANOVA, teste de Tukey. * p<0,05 em
relacdo ao grupo TAE.

TAE 5 10 25 MTX
1,5
cél/mL % cél/mL % céel/mL % cel/mL % cél/mL %

1 150 88,6 100 59,1 125 73,8 117 69,1 70 41,3
2 194 1146 200 118,1 161 95,1 95 56,1 47 27,8
3 124 73,2 163 96,3 119 70,3 114 67,3 45 26,6
4 157 92,7 120 70,9 114 67,3 128 75,6 55 32,5
5 220 1299 180 1063 174 1028 136 80,3 60 35,4
6 171 101,0 163 96,3 115 67,9 54 31,9 50 29,5
M 169,3 100,0 1543 91,2 134,7 79,5 107,3* 63,4 53 31,3*
DP 339 20,0 375 22,1 26,1 15,4 29,6 17,5 11,5 6,8

TAE = Tumor Ascitico de Ehrlich

M = Média

DP = Desvio Padrao
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Tabela 9: Avaliacdo da inibicdo tumoral em animais, inoculados com TAE e tratados
por via IP, durante 10 dias, com a FC de S. umbellatum nas doses de 1,2; 2,3 e 5,8
mg/kg/dia; metotrexato (MTX) 1,5 mg/kg/dia e um grupo controle (TAE). Os valores
representam o nimero de células tumorais multiplicado por 10° /mL e o percentual
em relagdo a média do grupo controle (TAE). ANOVA, teste de Tukey. * p<0,05 em
relacdo ao grupo TAE.

TAE 1,2 2,3 5,8 MTX
1,5
céllmL % cél/mL % cél/mL % céllmL % céllmL %

300 1104 247 90,9 288 106,0 237 872 120 44,2
284 1045 298 1096 269 99,0 359 1321 72 26,5
275 1012 297 1093 216 795 252 92,7 88 32,4

272 1001 221 81,3 268 986 228 83,9 105 38,6
271 99,7 261 96,0 245 90,1 225 82,8 69 25,4

]
2
3
4 229 84,3 242 890 268 986 167 61,4 75 27,6
5
6
M

271,8 100,0 261,0 96,0 259,0 95,3 2447 90,0 882 324"
bDp 236 139 31,1 11,4 251 92 631 232 205 75

TAE = Tumor ascitico de Ehrlich
M = Média
DP = Desvio Padrao
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Tabela 10: Avaliagdo da inibicdo tumoral em animais, inoculados com TAE e
tratados por via IP, durante 10 dias, com a FH de S. umbellatum nas doses de 0,4;
0,8 e 1,9 mg/kg/dia; metotrexato (MTX) 1,5 mg/kg/dia e um grupo controle (TAE). Os
valores representam o nimero de células tumorais multiplicado por 10° /mL e o
percentual em relagdo a média do grupo controle (TAE). ANOVA, teste de Tukey. *
p<0,05 em relacao ao grupo TAE.

TAE 0,4 0,8 1,9 MTX
1,5
céllmL % cél/mL % céllmL % céllmL % cél/mL %

64 130,6 44 89,8 41 83,7 39 79,6 18 36,7
33 67,3 50 102,0 38 77,6 49 100,0 14 28,6
51 1041 57 116,3 42 85,7 50 102,0 13 26,5
49 100,0 37 75,5 51 104,1 45 91,8 12 24,5
49 100,0 36 73,5 48 98,0 38 77,6 15 30,6
48 98,0 45 91,8 43 87,8 41 83,7 19 38,8

oo OB~ W N =

M 49,0 1000 448 91,5 438 895 43,7 89,1 152 31,0*
DP 99 20,1 79 16,2 48 9,8 5,1 10,5 28 5,7

TAE = Tumor Ascitico de Ehrlich
M = Média
DP = Desvio Padrao
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Tabela 11: Niveis de hemoglobina sérica (g/dL) e de hematécrito (%) dos animais
portadores de TAE e tratados, via IP, por 10 dias, com EBE de S. umbellatum nas
doses de 5, 10 e 25 mg/kg/dia, metotrexato (MTX) 1,5 mg/kg/dia; de animais nao
tratados (TAE) e animais sem tumor (CTL). ANOVA, teste de Tukey. * p<0,05 em
relacdo ao grupo TAE.

TAE 10 25 MTX 1,5 oTL

Hb Ht Hb Ht Hb Ht Hb Ht Hb Ht Hb Ht
1 11,7 49 12,1 55 124 51 149 53 10,1 43 13,0 48
2 11,2 43 115 45 130 56 145 58 121 49 120 58
3 10,9 41 112 44 120 52 11,9 49 104 44 13,0 53
4 111 45 131 52 131 51 10,9 44 96 40 124 54
5 94 40 11,4 48 120 43 130 53 99 41 128 52
6 108 42 118 51 11,0 50 10,3 59 11,6 45 134 48
M 10,8 43,3 11,9 492 12,2 50,5 12,6* 52,7* 10,6 43,7 12,8* 52.2°
DP 07 42 07 43 07 42 18 56 10 32 05 38

TAE = Tumor ascitico de Ehrlich

M = Média

DP = Desvio Padrao
CTL = Controle (sem tumor)

Hb = Hemoglobina
Ht = Hematdcrito
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Tabela 12: Niveis de hemoglobina sérica (g/dL) e de hematécrito (%) de animais
portadores de TAE e tratados, via IP, por 10 dias com FC de S. umbellatum nas
doses de 1,2; 2,3 e 5,8 mg/kg/dia; metotrexato (MTX) 1,5 mg/kg/dia; de aniamis nao
tratados (TAE) e animais sem tumor (CTL). ANOVA, teste de Tukey. * p<0,05 em
relacdo ao grupo TAE.

1,2 2,3 5,8 MTX 1,5

TAE CTL

Hb Ht Hb Ht Hb Ht Hb Ht Hb Ht Hb Ht

11,7 49 131 45 11,7 48 116 55 10,1 43 13,0 48
11,2 43 126 49 10,1 45 116 45 121 49 120 58
109 41 123 51 132 46 13,1 46 104 44 13,0 53
11,1 45 142 52 12,8 46 125 48 96 40 124 54
94 40 11,7 50 132 52 125 49 99 41 128 52
108 42 121 47 115 45 132 49 93 45 134 48

Sl o oo p WD =

10,8 43,3 12,7 49,0 121 47,0 12,4 48,7 10,6 43,7 12,8 522*
pp 07 33 09 26 12 27 07 35 10 32 05 38

TAE = Tumor Ascitico de Ehrlich
M = Média

DP = Desvio Padrao

CTL = Controle (sem tumor)

Hb = Hemoglobina

Ht = Hematocrito
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Tabela 13: Niveis de hemoglobina sérica (g/dL) e de hematécrito (%) de animais
portadores de TAE e tratados, via IP, por 10 dias com FH de S. umbellatum nas
doses de 0,4; 0,8 e 1,9 mg/kg/dia; metotrexato (MTX) 1,5 mg/kg/dia; de animais néao
tratados (TAE) e animais sem tumor (CTL). ANOVA, teste de Tukey. * p<0,05 em
relacdo ao grupo TAE.

0,4 0,8 1,9 MTX 1,5

TAE CTL

Hb Ht Hb Ht Hb Ht Hb Ht Hb Ht Hb Ht

120 48 145 47 119 66 143 58 99 40 13,0 48
11,8 45 13,3 53 132 46 129 43 12,1 47 12,0 58
108 41 11,0 50 11,8 55 123 52 94 41 13,0 53
116 47 12,7 53 12,7 43 12,7 44 11,0 48 124 54
104 39 115 44 144 44 12;7 45 98 40 12,8 52
11,0 45 123 48 123 38 119 50 10,3 43 13,4 48

S|l o o0 A @ DO =

11,3 442 12,5 492 12,7 47,0 12,8 48,7 10,4 43,2 12,8 52,2*
DP 0,6 34 12 35 09 71 08 58 09 35 05 38

TAE = Tumor Ascitico de Ehrlich
M = Média

DP = Desvio Padrao

CTL = Controle (sem tumor)

Hb = Hemoglobina

Ht = Hematocrito



140

Tabela 14: Niveis de VEGF (pg/mL), determinado pelo método de Elisa, no liquido
ascitico de animais portadores de TAE e tratados, via IP, por 10 dias, com EBE de
S. umbellatum nas doses de 5, 10 e 25 mg/kg/dia e de animais ndo tratados (TAE).
ANOVA, teste de Tukey. * p<0,05 em relacédo ao grupo TAE.

TAE 5 10 o5
1 3380 3445 3465 1370
2 3500 3100 3240 2550
3 3155 3180 2875 2205
4 3235 3210 3585 1940
5 3445 3365 3180 1465
6 3340 3250 3250 1900
MEDIA 33425 3258,3 3270,0 1905,0*
DP 129,2 126,4 246,0 4443

TAE = Tumor ascitico de Ehrlich
DP = Desvio Padrao
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Tabela 15: Niveis de PG E» (pg/mL) determinado pelo método de Elisa, no liquido
ascitico de animais portadores de TAE e tratados, via IP, por 10 dias, com EBE de
S. umbellatum nas doses de 5, 10 e 25 mg/kg e de animais ndo tratados (TAE).
ANOVA, teste de Tukey.

TAE 25

1 10.528 10.354 10.203 9.578

2 10.328 10.453 10.378 10.328

3 10.428 10.453 10.403 10.403

4 10.478 10.428 10.428 10.428

5 10.453 10.403 10.378 10.528

6 10.428 10.412 10.378 10.478

MEDIA 10.440 10.417 10.361 10.290
DP 67 37 80 356

TAE = Tumor Ascitico de Ehrlich
DP = Desvio Padrao





