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RESUMO

Os produtos naturais tém recebido destaque nos ultimos anos, devido ao
enorme potencial terapéutico e preventivo que diversas plantas tém demonstrado. O
cancer tem origem multifatorial e, atualmente, as modalidades de tratamento dessa
doenca provocam efeitos secundarios significativos. A Vernonia condensata Baker,
planta medicinal abordada no presente estudo, ja é claramente aplicada em
disfungbes gastrointestinais e apresentam propriedades antioxidantes. O estudo em
guestdo visa contribuir para a compreensao da atividade antitumoral de Vernonia
condensata Baker e verificar os efeitos toxicos agudos da utilizacdo da planta.
Realizou-se o estudo fitoquimico da planta para deteccao de compostos bioativos. A
toxicidade foi avaliada por meio do ensaio in vitro com Artemia salina Leach, utilizado
para determinacao da CL50; a andlise in vivo utilizou o protocolo da OECD 423 para
estabelecer a DL50. Avaliacdo da Atividade antitumoral foi realizada utilizando-se
camundongos albinos Swiss fémeas divididas em 4 grupos com 5 animais (Controle
negativo, padréo, e tratamentos 100 mg/kg e 200 mg/kg, respectivamente), 0s quais
foram inoculadas células tumorais do Carcinoma de Ehrlich. Diversos metabolitos
secundarios foram encontrados no estudo fitoquimico da planta, corroborando com
informacdes ja descritas na literatura; o ensaio da toxicidade ndo demonstrou efeitos
secundarios toxicos com CL50 > 1000ug e DL50 = 2000 mg/kg. A analise histoldgica,
também, confirmou a auséncia de danos aos 6rgdos pulméo, rins, baco no grupo
controle e pequenas alteracbes hepéticas (congestdo de vasos, hepatdcitos
binucleados e proliferacao de células de Kupffer no grupo tratado com 2000 mg/Kg.
Na avaliagdo antitumoral, pode-se perceber a diminui¢cdo da invasividade tumoral &
medida em que se analisava 0 grupo controle com os grupos tratados (100 e 200
mg/kg), bem como, ao comparar os grupos tratados entre si (100 mg/kg com 200
mg/kg) demonstrando, entdo, presenca de inibicdo tumoral, menor invasividade e
menos quantidade de necrose tecidual a medida que se aumentava a dose do extrato
de Vernonia condensata Baker. O extrato bruto hidroetanolico de Vernonia
condensata Baker demonstrou auséncia de toxicidade sendo assim, viavel para
estudos experimentais in vivo (animais). Bem como, demonstrou eficacia na inibicao
tumor com menor invasividade das células neoplasicas e reducéo da quantidade de

necrose tecidual. A realizacdo de novos estudos se faz importante, na busca de



identificar outras linhagens celulares sobre as quais o0 extrato seja efetivo.

Possivelmente, estudos in vitro com linhagens de células tumorais humanas.

Palavras-chave: Cancer. Carcinoma de Ehrlich. Vernonia. Camundongos.



ABSTRACT

Natural products have received prominence in the last years, due to the
enormous therapeutic and preventive potential that several plants have demonstrated.
Cancer has a multifactorial origin and, currently, the treatment modalities of this
disease cause significant side effects. Vernonia condensata Baker, a medicinal plant
addressed in the present study, is already clearly applied in gastrointestinal
dysfunctions and has antioxidant properties. The present study aims to contribute to
the understanding of the antitumor activity of Vernonia condensata Baker and to verify
the acute toxic effects of the use of the plant. The phytochemical study of the plant was
carried out to detect bioactive compounds. Toxicity was assessed by the in vitro assay
with Artemia saline Leach, used for determination of LC50; the in vivo analysis used
the OECD 423 protocol to establish the LD50. Antitumor activity was performed using
female Swiss albino mice divided into 4 groups with 5 animals (Negative control,
standard, and treatments 100 mg / kg and 200 mg / kg, respectively), which were
inoculated with Carcinoma tumor cells from Ehrlich. Several secondary metabolites
were found in the phytochemical study of the plant, corroborating with information
already described in the literature; the toxicity test showed no toxic side effects with
LC50> 1000ug and LD50> 2000 mg / kg. Histological analysis also confirmed the
absence of damage to the lungs, kidneys, spleen in the control group, and small liver
changes (vessel congestion, binucleated hepatocytes and proliferation of Kupffer cells
in the 2000 mg/kg group.) In the antitumor evaluation (100 and 200 mg / kg), as well
as the groups treated with each other (100 mg / kg and 200 mg / kg) / kg), thus
demonstrating the presence of tumor inhibition, less invasiveness and less tissue
necrosis as the dose of Vernonia condensata Baker extract increased. The crude
hydroethanolic extract of Vernonia condensata Baker showed no toxicity , which is
feasible for experimental studies in vivo (animals), as well as demonstrated efficacy in
tumor inhibition with less invasiveness of neoplastic cells and reduction of q The
realization of new studies is important in the search to identify other cell lines on which

the extract is effective. Possibly, in vitro studies with human tumor cell lines.

Keywords: Cancer. Carcinoma of Ehrlich. Vernonia. Mice.
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1 INTRODUCAO
1.1 Caracterizacado do problema

O uso de plantas medicinais para a cura de doencas tem registro desde as
primeiras civilizacdes. Nos primordios, a utilizacdo de plantas medicinais ocorria de
maneira instintiva, pois ndo havia conhecimento sobre as razfes das doencas,
tampouco dos beneficios das plantas para determinada enfermidade, tudo se baseava
em experiéncias. Com o passar do tempo comecou-se a descobrir 0 uso de
determinadas plantas para o tratamento de doencas especificas, dessa maneira, 0
tratamento medicinal com o uso de plantas passou de algo puramente empirico para
uma pratica fundamentada em fatos (PETROVSKA, 2012).

Os produtos naturais tem recebido destaque nos ultimos anos, devido ao
enorme potencial terapéutico e preventivo que diversas plantas tém demonstrado.
Dentre as mais diversas enfermidades que tém sido alvo para a aplicacédo da terapia
natural, o cancer vem tomando notoriedade, provavelmente, por se tratar de uma
doenca de elevada incidéncia e mortalidade em todo mundo (SOLOWEY et al., 2014).

Estudos pré-clinicos vém demonstrando que o cancer tem origem multifatorial
e seu processo de desenvolvimento ocorre em fases distintas. Atualmente as
modalidades utilizadas no tratamento dessa doenca consistem em quimioterapia,
radioterapia, imunoterapia e cirurgia, porém, a maioria dos quimioterapicos provocam
efeitos adversos significativos (THOMAS, 2016).

O valor medicinal das plantas esta nas substancias quimicas ativas que nelas
se encontram. Essas substancias possuem o poder de produzir efeitos importantes
no corpo humano (HASSAN et al., 2013). Os constituintes quimicos ativos mais
importantes das plantas sédo: alcaloides, flavonoides, e compostos fendlicos (HASSAN
et al., 2013; SILVA, et al., 2013; SOLOWEY et al., 2014). Diante da enorme variedade
de plantas medicinais existente em todo mundo, destaca-se as espécies Vernonia
condensata Baker.

Vernonia é o maior género de plantas florescentes na familia das Astereceae,
gue inclui mais de 1500 espécies que estdo amplamente distribuidas na regiéo tropical
e subtropical da Africa, Asia e América (KIPLIMO, 2016; VICENTE, 2009). Esse grupo
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de plantas ja vem sendo investigado dentro da etnofarmacologia, por seu enorme
potencial anti-inflamatério, analgésico, antioxidante e hepatoprotetor, destacando-se
pelo seu efeito contra alteragcbes do aparelho gastrointestinal, dentre outros.
(VICENTE, 2009; SILVA, et al., 2013; KIPLIMO, 2016).

A Vernonia Condensata Baker, planta medicinal abordada no presente estudo,
ja é claramente aplicada em disfunc¢des gastrointestinais, doencas inflamataorias, além
de apresentar propriedades analgésicas e antioxidantes. Porém, apesar de suas
acOes etnofarmacoldgicas ja relatadas na literatura, pouco se pesquisou acerca de
sua eficacia anti-cancer, tanto desta espécie como dos compostos isolados a partir
dela, em tumor presente em modelo animal (SILVA, et al., 2013; HASSAN et al., 2013;
AFONSO et al., 2015).

Apesar de todos os esfor¢os na busca da cura, o cancer continua em evidéncia
entre enfermidades que mais acometem e matam a populacao. Além disso, 0s novos
agentes quimioterapicos sintéticos, resultantes de estudos desempenhados nas
tltimas décadas, ainda ndo conseguiram suprir as expectativas, com relacdo a
reducdo dos efeitos adversos indesejados, mesmo diante de elevados custos para
seu desenvolvimento.

Estudos experimentais tém demonstrado a vantagem do uso das neoplasias
transplantaveis, em comparacdo as demais, devido as caracteristicas iniciais das
células tumorais a serem inoculadas e o desenvolvimento rapido da neoplasia em
estudo (PALERMO et al., 2003; VALADARES e QUEIROZ,2002). Dentro dessa
perspectiva, detaca-se o Tumor de Ehrlich como uma neoplasia transplantavel
amplamente utlizida em pesquisas experimentais por se tratar de um tumor de facil
manuseio, que pode ser inoculado por via subcutdnea ou intramuscular para que
sejam desenvolvidos tumores na forma e sélida, respectivamente (RIBEIRO, 2012).

As plantas medicinais apresentam-se como uma alternativa para a terapia
anticancer, devido ao seu contetudo bioativo apresentar baixa toxicidade. Para isso, a
Vernonia condensata Baker, com seu potencial terapéutico antiinflamatorio e
antioxidante, sem efeitos toxicos significativos, desperta enorme interesse para
terapias de inibicdo tumoral, podendo ser uma possibilidade eficaz e promissora para

o tratamento do cancer.
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1.1 Justificativa

O cancer, por se tratar de um problema de saude que acomete homens e
mulheres de diversas faixas etarias, etnias e classes sociais, torna-se uma epidemia
com elevadas taxas de mortalidade, fato que o torna alvo na busca de terapias
alternativas que sejam eficazes na inibicdo do crescimento tumoral e com efeitos
secundarios minimos. A Vernonia condensata Baker (Asteraceae) ja tem demonstrado
auséncias de efeitos toxicos minimos e potencial efeito inibitério frente a alguns
tumores experimentais. por meio da descoberta de novos fitoterapicos. Assim, o
estudo em questao visa contribuir demonstrando os efeitos agudos toxicos, in vivo, de
Vernonia condensata Baker, bem como, sua acéo antitumoral por meio da analise

histopatolégica do carcinoma de Ehrlich.

1.3 Hipodteses

Hipotese 1- O uso do extrato hidroetandlico bruto de Vernonia Condensata Baker ndo

causa efeitos toxicos significativos.

Hipotese 2- O uso do extrato hidroetandlico bruto de Vernonia Condensata
Baker apresenta atividade inibitéria para o Carcinoma de Ehrlich.
1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo Geral

Realizar a avaliacdo dos efeitos toxicos agudos e analise histopatologica dos
orgaos e tumores, em modelo animal, apés tratamento com Vernonia condensata

Baker.

1.4.2 Objetivos Especiificos

[1 ldentificar o perfil fitoquimico do extrato hidroetandlico da espécie Vernonia
Condensata Baker;
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[1 Verificar a toxicidade in vitro do extrato frente ao microcrustaceo Artemia salina

Leach;

[1 Determinar a toxicidade aguda in vivo do extrato bruto seco hidroetandlico de

Vernonia Candensata Baker segundo o método OECD;

[ Analisar histopatologicamente a atividade inibitoria (antineoplasica) do extrato de

Vernonia Condensata Baker frente ao Carcinoma de Ehrlich
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Neoplasia e cancer

O termo neoplasia se define por “novo crescimento”, a definicdo mais aceita e
proxima do termo foi feita por Rupert Willis, no qual descreve neoplasia como: massa
anormal de tecido, cujo crescimento excessivo estd descoordenado com o
crescimento dos tecidos normais, persistindo mesmo quando interrompida a causa
gue o provocou (ROBBINS & COTRAN, 2013; MUNHOZ et al., 2016). A persistencia
do tumor, mesmo apos a interrup¢do do fator iniciador, ocorre por alteracées genéticas
gue sao perpetuadas para as linhagens de células tumorais seguintes; essas
alteracdes permitem que as células proliferem de forma excessiva, desregulada e
autbnoma, nao mais obedecendo a estimulos fisiol6gicos de crescimento celular
(ROBBINS & COTRAN, 2013).

A denominacado “tumor benigno” refere-se a tumores cujas caracteristicas
macro e microscopicas sao relativamente inofensivas, apresentam limites
determinados de sua localizagéo, incapacidade de disseminacao para outras partes
do corpo, comumente retirado cirurgicamente e relaciona-se com maiores taxas de
sobrevivéncia. Ao tratar da denominag¢ao “tumor maligno” esta relacionado com o
termo “cancer”, devido a sua capacidade de aderir a qualquer regido que se instalam.
Esses tumores possuem elevado grau de invasdo, destruicdo de estruturas
adjacentes e disseminagcdo para sitios distantes (metastizar) e, portanto, esta
relacionado com maiores taxas de mortalidade (ROBBINS & COTRAN, 2013; DO
PRADO, 2014).

Céancer é a denominacdo de um conjunto de mais de cem doengas, o qual €
definido como enfermidade multifatorial crénica caracterizada pelo crescimento
descoordenado das células, devido a varios estimulos externos em individuos
geneticamente susceptiveis (ROBBINS & COTRAN, 2010; MUNHOZ, 2016). Também
considerado um problema de saude publica em todo o mundo, o cancer, esta entre as
principais Doencas e Agravos N&do Transmissiveis (DANT), sendo responsavel por
altos indices de adoecimento e Obito da populagdo mundial (MUNHOZ, 2016; INCA,
2017). As transi¢cdes demograficas e epidemioldgicas apontam para um aumento cada
vez mais significativo para a carga de cancer nas proximas décadas (FERLAY, et al.,
2013).
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O numero de novos casos de cancer aumentou de maneira geral, em todo
mundo, porém, ainda existem diferencas entre paises e os tipos de cancer. Em paises
de baixa/média renda, o crescimento dos agravos ndo transmissiveis, destaque para
0 cancer, estdo ultrapassando as doencas infecciosas no que diz respeito a demanda
de servicos de saude (GUERRA, et al.,2017; INCA, 2017).

Com incidéncia ainda mais elevada em paises desenvolvidos, a mortalidade
por cancer ainda tem se destacado com numeros mais elevados em paises em
desenvolvimento, fator possivelmente relacionado com diferencas nos perfis da
doenca, bem como, 0 acesso a diagnosticos do cancer em fase inicial, refletindo no
tratamento, sobrevida e 6bito apos diagnostico (RIBEIRO & NARDOCCI, 2013; INCA,
2017).

No Brasil, estima-se para 2018-2019 a ocorréncia de 600 mil novos casos de
cancer para cada ano. Essa estimativa reflete o perfil de um pais que apresenta os
canceres de prostata, mama, reto, colén e pulmao, como os mais incidentes, porém,
apresentando, também, elevadas taxas dos canceres de colo uterino, esodfago e
estbmago; destaque para cancer de préstata nos homens (68 mil) e mama em
mulheres (60 mil), como os mais frequentes (INCA, 2017).

Atualmente, para tratamento do cancer, a medicina dispde da hormonioterapia,
radioterapia, quimioterapia e a retirada cirdrgica do tumor. A escolha do tratamento
depende do estadiamento da doenca, podendo ser necesséaria a combinacdo de um
ou mais métodos terapéuticos (ROSAS et al., 2013).

Por se tratar de uma terapéutica sistémica, a quimioterapia apresenta eficacia
na cura de diversos tumores, bem como no tratamento de metastases ainda em fase
inicial. Entre os demais métodos terapéuticos, a mesma ainda é “temida”, devido aos
inUmeros efeitos colaterais que, muitas vezes, vem associado ao desequilibrio
psicolégico vivenciado pelo paciente durante a fase de tratamento (ROSAS et al.,
2013; BONASSA, 2005).

2.2 Tumor de Ehrlich

A oncologia experimental tem fornecido diversos avangos nos estudos do
cancer, bem como a compreensao de diversos mecanismos da doencga, permitindo
descobertas acerca da etiologia, progressao, diagndéstico e tratamento. Esse ramo da

oncologia teve surgimento a partir dos chamados tumores transplantaveis e
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transmissiveis. Esses tumores sdo mantidos em condicfes laboratoriais por meio da
inoculacéo seriada em animais ou mantidos por meio de cultura de células (GUERRA,
2002).

O tumor de Ehrlich se trata de um adenocarcinoma espontaneo, mamario,
originario de camundongos fémeas, desenvolvido por Paul Ehrlich em 1896. O tumor
pode se desenvolver na forma sdlida, quando inoculado por via subcutanea, ou na
forma ascitica, quando inoculado por via intraperitoneal (DAGLI et al., 1992;
MATSUZAKI, 2004; NOGUEIRA, 2008; RIBEIRO, 2012). Por essa razao € que se
justifica a denominacéo, habitualmente usada, de forma sélida ou ascitica do tumor
(GUERRA, 1983).

Esse tumor é uma neoplasia experimental transplantavel que tem origem
epitelial maligna, espécie-especifica (EHRLICH, 1906). Tem sido utilizada no estudo
da acdo de componentes quimicos, fisicos e biolégicos sobre o crescimento,
patogénese, imunologia, citogenética e terapéutica de células tumorais (SEGURA et
al., 2000; MADY, 2002; PALERMO-NETO et al., 2003; SILVA, 2003). Segundo DAGLI
et al. (1989) e NERY (2004), o tumor de Ehrlich possui crescimento acelerado e
agressivo, bem como elevada capacidade imunogénica, fatores que promovem uma
rapida invasédo dos demais tecidos.

Histologicamente, o tumor se caracteriza por apresentar extensas areas de
necrose. Estas decorrem de células neopldsicas mortas, caracteristica bastante
evidente ja na primeira semana apdés a inoculacdo. Esse tumor possui poucas células
inflamatorias, e estroma escasso, possui elevado indice mitético e de invasividade,
constituindo um otimo instrumento didatico para estudo e compreensdao do
comportamento dos tumores malignos (GUERRA, 1983).

Devido a suas caracteristicas didaticas e de facilidade de manuseio
experimental, o tumor de Ehrlich tem sido extensamente aplicado para a chamada
Oncologia Experimental, um ramo da Oncologia Comparada dedicada ao
desenvolvimento dos chamados tumores transplantaveis ou transmissiveis (DAWE,
1982). A vantagem da utilizacdo de tumores transplantaveis, em relacdo aos demais,
estd no conhecimento prévio da quantidade e caracteristicas iniciais das células
utilizadas, bem como no desenvolvimento rapido da neoplasia, o que facilita e reduz
o tempo do estudo (DAWE, 1982).
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2.3 Vernonia condensata Baker

A espécie Vernonia condensata Baker (VCB) originaria possivelmente da Africa
tropical, chegou ao Brasil na era colonial, trazida por escravos, que exploravam seus
efeitos analgésicos e gastroprotetor. Amplamente distribuida, predominando em
regides tropicais, subtropicais e temperadas, é considerada a maior familia de
dicotiledoneas, relevante por suas propriedades cosméticas, aromaticas e
terapéuticas. A espécie esta amplamente distribuida no Nordeste, Sudeste e Centro-
oeste do Brasil (KIPLIMO, 2016; VICENTE et al., 2000).

Vernonia é o maior género de plantas florescentes na familia das Astereceae,
que estdo amplamente distribuidas na regi&o tropical e subtropical da Africa, Asia e
América (KIPLIMO, 2016; VICENTE et al., 2000). A familia Asteraceae (Compositae)
reune cerca de 24 mil espécies atualmente descritas, tais espécies estédo inseridas
entre 1.600 a 1.700 géneros (KIPLIMO, 2016). A Vernonia condensata Baker € um
arbusto alto, muito ramificado, atingindo até 5 m de altura, apresenta folhas alternas,
alongadas ou lanceoladas. Possui flores esbranquicadas, reunidas em capitulos
terminais, apresentando crescimento rapido (VICENTE, 2000).

Figura 1- Foto da Vernonia condensata Baker

Fonte: http://horta-medicinal.blogspot.com/2009/03/fotos-vernonia-condensata-baker-boldo.html

As folhas de Vernonia condensata Baker, parte mais utilizada da planta,
possuem uma forma eliptica, um apice acuminado, com uma base cuneada, e margem
dentada; tem consisténcia membranacea e superficie “peluda”. Outra caracteristica
das folhas e galhos, é o gosto amargo quando mastigados, 0 que é uma caracteristica
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importante da planta e responsavel pelo principal nome popular da espécie (em
inglés): “bitter leaf”’ (traducao: “folha amarga”) (ARENE, 1972).

Figura 2- Folha de Vernonia condensata Bakek

Fonte: https://plantasefrutas.com.br/boldo-seus-tipos-e-suas-utilidades/

Segundo Cronquist (1988) a classificacdo da Vernonia condensata Baker € a
seguinte: filo: Plantea, subfilo: Magnoliophyta, classe: Magnoliopsida, subclasse:
Asterideae, ordem: Asterales, familia: Asteraceae, género: Vernonia e espécie:
Vernonia condensata Baker (Cronquist, 1988). Algumas destas espécies séo
utilizadas como alimento ou medicamento, por exemplo, alface (Lactuca sativa),
chicoria (Chicorium intybus), carqueja (Baccharis trimera), guaco (Mikania glomerata),
camomila (Matricaria chamomila), entre outras (MARBRY, 1977).

O género Vernonia produz diferentes compostos, tais como lactonas
sesquiterpénicas, que possuem varias atividades bioldgicas relatadas, como atividade
fungistatica (KRISHNA et al., 2003) e citotéxica (KUO et al., 2003) e também atua
como relaxante muscular liso (CAMPOS et al., 2003). Alguns outros compostos foram
isolados de Vernonia, como flavonoides (HUANG et al., 2003), esteroides (TCHINDA
et al., 2003) e polissacarideos (NEGARD, et al., 2004). Os principais compostos
identificados e isolados nas folhas da espécie sdo: lactonas sesquiterpénicas,

saponinas esteroidais, flavonoides e acidos graxos (ERASTO et al., 2006).


https://plantasefrutas.com.br/boldo-seus-tipos-e-suas-utilidades/
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Vernonia condensata Baker esta listada na RENISUS (Lista Nacional de
Plantas Medicinais de Interesse para o Sistema de Saude fornecido pelo Ministério da
Saude), um documento que contém 71 espécies de plantas e / ou género
tradicionalmente utilizados em medicina popular no Brasil. O Ministério da Saude
considera esta planta com uma possivel aplicacdo farmacoldgica, mas ainda falta o
suporte cientifico necessario para ser prescrito e regulamentado pelo programa de
saude governamental (RENISUS, 2010).

Diversas sinonimias populares séo utilizadas, para se referir a Vernonia
condensata Baker. No Acre, a espécie é conhecida por “boldo”. Outros nomes
populares comuns sao “boldobaiano”, “boldo-grande”, “boldo-da-Bahia”, “assa-peixe”,
“figatil”, “maceldo” e “alum&” (VICENTE et al., 2008; RIVERA, 2006; RISSO, 2008).

A familia Asteraceae € de grande importancia nos campos da nutricdo,
cosmeéticos e farmacia, principalmente pela producédo de dleos essenciais a partir dela.
No Brasil, estima-se que existam 200 espécies de Vernonia, algumas séao
tradicionalmente utilizadas para tratar distlrbios gastrointestinais (MONTEIRO et al.,
2001), como as folhas frescas de Vernonia condensata Baker conhecida como
amargura indiana (fel-de-bugre, fel- de-indio ou aluma em portugués). Estudos com
foco nas propriedades antiinflamatoéria (IWALEWA et al., 2003), antipirética (GRUPTA
et al., 2003), anticancer (IZEVBIGIE, 2003) e antimalarica (ABOSI, 2003) de varias

espécies de Vernonia tém sido publicados.

2.4 Toxicidade

Toxicidade trata-se de uma propriedade relativa a substancia quimica que se
refere ao seu potencial de causar danos aos organismos vivos e se trata de uma
funcdo que envolve a concentracdo da substancia quimica e duracdo da exposicéo
(RAND & PETROCELLI, 1985). Ao se falar de toxicologia, algumas definicbes sao
consideradas, como por exemplo, toxicidade aguda e cronica. A toxicidade aguda
refere-se a exposicado ao agente toxicante, em um curto espaco de tempo, capaz de
promover os efeitos indesejaveis, desde simples tontura até mesmo a morte. A
toxicidade cronica esta correlacionada a exposicdes repetidas, de longa duracao e
doses frequentemente insuficientes para provocar uma intoxicacdo aguda, na qual o

ser humano apresentara sintomas apds meses ou anos de contato com o agente
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toxicante. Vale ressaltar que uma mesma substancia pode provocar intoxicagao aguda
e, apos certo tempo, desencadear uma intoxicacao crénica (OGA, 2014).

O uso popular de plantas medicinais € uma pratica comum em muitas
comunidades e, geralmente, apresenta-se como a Unica alternativa viavel para o
tratamento de doencas ou manutencdo da saude (AMOROZO, 2012). Devido a isto
os estudos toxicologicos tém a importancia de demonstrar a ideia errbnea de que
produtos fitoterapicos, por serem naturais, sdo isentos de efeitos toxicos ou adversos
(LAPA et al, 1999; CRAVEIRO et al, 2008; SILVEIRA et al., 2008).

De acordo com dados do Sistema Nacional de Informacdes Toxicologicas
(SINITOX), no ano de 2016, no Brasil foram registrados 363 casos de intoxicacao
humana por uso de plantas sendo que desses, 41 foram na regido Nordeste, nao
apresentando nenhum caso de 6bito (SINITOX, 2016).

A avaliacdo da toxicidade € realizada com o objetivo de determinar o potencial
de novas substancias e produtos causar danos a salde humana. Testes que avaliam
a toxicidade sistémica aguda s&o utilizados para classificar e apropriadamente rotular
substancias de acordo com o seu potencial de letalidade ou toxicidade, como
estabelecido pela legislacdo. Além da letalidade, outros parametros sao investigados
em estudos de toxicidade aguda sistémica para identificar o potencial toxico em
orgaos especificos e a relacdo dose-resposta da substancia (LUNA et al., 2005).

Dentre os ensaios de toxicidade, encontra-se o ensaio de letalidade “in vitro”
frente a Artemia salina Leach, um microcrustdceo de agua salgada comumente
utilizado como alimento para peixes. A simplicidade com que pode ser manuseado, a
rapidez dos ensaios e 0 baixo custo favorece a sua utilizacdo rotineira em analises
preliminares de toxicidade geral (LUNA et al., 2005; NASCIMENTO, 2008). Os ensaios
de letalidade sdo largamente empregados em testes toxicoldgicos podendo-se obter
a concentracao letal média (CLso), ou seja, dose necesséria para causar a morte de
50% de uma amostra em estudo (BEDNARCZUK et al., 2010).

De acordo com MEYER et al., (1982), existe uma relacdo entre a toxicidade e
a concentracao letal média (CLso) de extratos vegetais sobre a A. salina, sendo que,
quando séo encontrados valores de CLso maiores que 1000 ug/mL e ndo € observada
a morte de mais de 50% de uma populagéo, estes extratos ndo sao considerados

toxicos.
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Este bioensaio além de determinar a toxicidade geral, apresenta uma
boa correlagcdo com atividade citotoxica em alguns tipos de tumores sélidos. Dessa
forma, este teste pode servir como indicador de compostos bioativos para atividades

antineoplasica (MACLAUGHLIN et al.,1993; PARRA et al., 2001).

Dentre os métodos ou testes empregados para avaliar efeitos toxicologicos in
Vivo, o teste de toxicidade aguda permite definir o grau de toxicidade intrinseca do
composto, identificar acometimento em 6rgdos alvos e efeitos indesejados,
contribuindo para selecionar doses para estudos de longa duracao (ALMEIDA, 2011).

O método da OECD (Organizacdo para Cooperacdo Econbmica e
Desenvolvimento) € um procedimento de toxicidade aguda, gradual, que utiliza 3
animais do mesmo sexo por etapa. Composto, em média, por 2 ou 4 etapas, definidas
pelo estado de morbidez ou mortalidade em cada uma, o método permite avaliar a
toxicidade aguda da substancia de ensaio; este procedimento é reprodutivel e utiliza
poucos animais. O método de classificacdo de toxicidade aguda baseia-se na
avaliacdo biométrica de doses fixas, devidamente separadas para permitir uma
substancia ser classificada quanto aos efeitos de classificacdo e avaliagcdo de risco
(OECD, 2011).

Trés animais sdo usados para cada dose a ser testada. A dose inicial deve ser
selecionada entre as doses fixas de 5, 50, 300 e 2000 mg/kg, sendo aquela mais
propensa a produzir mortalidade com base em relatos de dose com toxicidade
evidente, quando possivel, ou por meio de relatos evidenciados com base na estrutura
qguimica. Na auséncia de ambas recomenda-se 0 uso inicial da dose de 300 mg/kg
(OECD, 2001).

Quando informacfes analisadas sugerem que a mortalidade seja improvavel
com o nivel de dose mais alto (2000 mg/kg de peso corpoéreo), o teste para se
conhecer o limite deve ser realizado. Excepcionalmente, e somente quando justificado
por necessidades especificas, 0 uso de um valor de dose maior de 5000 mg/kg pode
ser considerado. O intervalo de tempo entre o tratamento dos grupos € determinado
pelo inicio, duragéo e gravidade dos sinais toxicos. O tratamento de animais com a
préxima dose deve ser esperado até que se confirme a sobrevivéncia de um animal
previamente doseado (OECD, 2001).

Os animais sdo observados nos tempos de 15 minutos, 30 minutos, 1 hora,
hora, 4 hora e 8 hora apés a administracao e, a partir de entéo, diariamente, até o

décimo quarto dia. O momento em que 0s sinais de toxicidade aparecem e
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desaparecem sao importantes, principalmente se houver tendéncia para atrasos nos
sinais toxicos (OECD, 2011).

Todas as observagdes devem ser registradas, com registros individuais para
cada animal. As observacdes devem incluir alteragdes na pele e nos pélos, olhos e
membranas mucosas, respiratérias, sistemas circulatério, autonémico, nervoso
central, atividade somatomotora e padrdo de comportamento. A atencdo deve
dirigir-se a observagdes de tremores, convulsdes, salivagdo, diarreia, letargia, sono
e coma (OECD, 2011).

Dependendo da mortalidade ou do estado de morbidez dos animais outras
doses sd@o necessarias para que se admita um critério da toxicidade aguda da
substancia testada. A classificacdo da substancia administrada é feita de acordo
com o Globally Harmonized System of Classification and Labeling of Chemicals
(GHS), estimando-se sua DLso (dose letal em 50% dos animais) (OECD, 2001).
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3 MATERIAIS E METODOS

O estudo em questao é de perfil experimental comparativo controlado. Estudo
desenvolvido no Laboratério de Farmacologia e Cancerologia experimental do
Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco, com a
colaboracdo do laboratério de Histotecnologia e Microscopia do Programa de Pos-
graduacéo em Patologia da UFPE, Laboratorio de Analises Clinicas do Departamento
de Ciéncias Farmacéuticas da UFPE e Laborat6rio de Ecologia Aplicada e Fitoquimica
(LEAF) da UFPE.

A etapa experimental do estudo foi realizada no periodo de abril a julho de 2018
ap6s da aprovacéo do protocolo experimental pelo Comité de Etica no uso de animais
(CEUA) do Centro de Biociéncias da UFPE, registrado com n°: 0036/2017 (Anexo 1).
O teste de toxicidade oral aguda foi realizado segundo o protocolo experimental
Guideline 423 (OECD 423; 2011) com doses sequenciais, seguindo a proposta de
acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para Experimentacdo Animal
(COBEA) e Conselho Nacional de Experimentag&o animal (CONCEA).

Durante esse periodo foi realizada a indu¢do do tumor em camundongos, uso
das substancias testes, processamento e andlise das teciduais e ainda, analises

estatisticas dos dados, interpretacéo dos resultados e redacdo dos manuscritos.

3.1 Material vegetal e preparacdo do extrato

Amostras de Vernonia condensata Baker foram coletadas no campus da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Recife/PE, proximo ao departamento
de antibiéticos, em ambiente com solo pouco Umido e sombreado. Posteriormente as
amostras foram identificadas pela coordenadora do herbério, a bidloga Dr2 Marlene
Barbosa. A excicata da planta ja existia no herbario, localizado no departamento de
Botanica — Geraldo Mariz do Centro de Biociéncias (CB) da UFPE, sob o registro:
04464.
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Figura 3 — Exsicata de Vernonia condensata Baker

——

Fonte: Dados da pesquisa

Posteriormente, as folhas foram lavadas e o processo de secagem do vegetal
ocorreu em temperatura ambiente (com média de 28 ° C) durante 30 dias e
posteriormente foi triturado a p6 em moinho de facas. Deste material foi utilizado 370
g para a extragdo com agua e etanol na proporcéo de 1:1, obtendo-se 3000 ml, apds
as filtracOes, para as etapas seguintes. A extragdo ocorreu por esgotamento. Em
seguida, o extrato foi concentrado em evaporador rotativo sob temperatura constante
de 40°C para eliminagao do solvente organico e obtengao do extrato bruto (WAGNER
& BLADT, 1996).

3.2 Andlise fitoquimica

A andlise cromatografica foi realizada por cromatografia em camada delgada,
com utilizacdo de placas de gel de silica 60 (Merk), nas quais foram aplicadas 15uL
do extrato previamente preparado, selecionados os sistemas de desenvolvimento
cujos reveladores foram de acordo com as moléculas pesquisadas (WAGNER &
BLADT, 1996).

Para pesquisa de alcal6ides, o cromatograma foi revelado com reagente de

Dragendorff e utilizado escopolamina como substancia padréo. Para flavonéides, uma
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aliquota do extrato foi solubilizado em alcool 70% (ETOH 70%), adicionado
Cloroformio (CHCI3) e agitado para obtencdo de duas fases, clorofémica e
hidroalcoolica, empregou-se uma mistura de acetato de etila : 4cido formico : &cido
aceético glacial : 4gua (100: 11: 11: 26 v/v) como fase médvel e foi revelada com o
reagente de NEU, com observacdo em camara de U.V. (365 nm), que utilizou como
substancia padréo a quercetina.

Na pesquisa para flavondides, uma aliquota do extrato foi solubilizado em
alcool 70% (ETOH 70%), adicionado Cloroférmio (CHCI3) e agitado para obtencédo de
duas fases, clorofémica e hidroalcoolica, empregou-se uma mistura de acetato de
etila : acido formico : acido acético glacial : agua (100: 11: 11: 26 v/v) como fase movel
e foi revelada com o reagente de NEU, com observagédo em camara de U.V. (365 nm),
que utilizou como substancia padrao a quercetina.

Em relacdo a pesquisa de fenilpropandides também utilizou-se a criacdo de
duas fases, clorofomica e hidroalcoolica, empregou-se uma mistura de tolueno: éter
(1: 1) como fase movel, revelada com KOH a 10%, observada em camara de U.V.
(365 nm) e como substancia padrédo a cumarina.

Para a pesquisa de terpenos empregou-se como fase mdvel uma mistura,
tolueno: acetato de etila (93: 7 v/v), revelada com vanilina sulftrica a 1%, seguida de
aquecimento em estufa (100°C), o surgimento de manchas com coloragao
roxo/verde/azul foi usado como critério diagnostico. Na pesquisa de triterpenos
empregou-se uma mistura, tolueno: cloroférmio: etanol (40: 40: 10 v/v) como fase
movel, revelada com anisaldeido sulfarico, seguido de aquecimento em estufa
(100°C), a identificacdo de manchas com coloracao levemente résea e avermelhada
foi usado como critério de evidéncia. Para as Cumarinas, a fase movel utilizada foi
éter (1:1) ap6s secagem utilizou-se o revelador KOH/EtOH e colocou sob uma luz UV,
e para identificacdo de saponinas, uma amostra do extrato foi colocada em um tubo

de ensaio e avaliado o indice de espuma apdés agitacéo vigorosa por 15 segundos.

3.3 Avaliagéo datoxicidade por artemia salina leach

A metodologia foi realizada segundo Meyer et al. (1982), com cistos de A.
Salina que foram postos para eclodir em agua do mar em incubadora, na temperatura
de 25°C, com iluminacéo artificial, aeracdo constante e coberto com papel aluminio

por 48 horas.
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Apos a eclosao, as larvas foram dispostas em tubos de ensaio com 10 larvas
de metanauplios, em sua fase nauplio, com auxilio de uma pipeta Pasteur e 9 mL de
agua do mar, onde o extrato hidroetandlico de Vernonia condensata Baker foi
colocado nas diferentes concentragbes: 50 mg/mL, 100 mg/mL, 500 mg/mL e 1000
mg/mL, realizado uma triplicata para cada concentracao.

Utilizou-se como controle negativo dgua do mar e artemias. Apos 24hs foi
realizada a contagem das espécies vivas e mortas, considerando-se todos
microcrustaceos imoveis durante a observagdo e apds uma leve agitacédo do frasco.

Os resultados foram submetidos a tratamento estatistico para determinar a
concentracéo letal média (CLso) do extrato estudado. A CLso é concentracéo letal
média para que ocorra morte de 50% das larvas. Considera-se atoxica quando a CLso
for maior do que 1000 pg/mL.

3.4 Avaliacdo datoxicidade aguda e determinagéo da DLso

A avaliagéo da toxicidade aguda in vivo foi realizada por via oral de acordo com
a Organizacédo para Cooperagcado Econdmica e Desenvolvimento (OECD), utilizou-se
como base o protocolo experimental Guideline 423 (OECD 423, 2011) para identificar

a dose letal média (DLso).

3.5 Animais

Foram utilizados camundongos adultos albinos Swiss (Mus musculus), fémeas
(nuliparas e ndo gravidas), com aproximadamente 90 e 120 dias de idade e pesos
entre 30 e 45g. Utilizou-se trés animais por grupo, procedentes do Biotério do

Departamento de Antibiéticos da Universidade Federal de Pernambuco.

3.6 Protocolo experimental

A avaliacéo da toxicidade aguda in vivo foi realizada por via oral de acordo com
a Organizacdo para Cooperacado Econdmica e Desenvolvimento (OECD), utilizou-se

como base o protocolo experimental Guideline 423 (OECD 423, 2011) para identificar
a dose letal média (DL50). A DL5o € a dose letal média para 50% dos animais

(morbidez e/ou mortalidade). Esse protocolo estabelece 4 niveis de dose (2000 mg/kg,

300 mg/kg, 50 mg/kg e 5 mg/kg) e é classificado segundo os critérios do Globally
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Harmonized System of Classification and Labeling of Chemicals (GHS) (figura 4). De
acordo com a mortalidade e/ou estado de morbidez dos animais, em meédia, 2 ou 4
etapas podem ser necessarias para permitir avaliar a toxicidade aguda da substancia
de ensaio. Este procedimento é reprodutivel e utiliza poucos animais. O método de
classificacdo da toxicidade aguda baseia-se na avaliagcdo biométrica de doses fixas,
devidamente separadas para permitir uma substancia ser classificada quanto aos

efeitos de classificacao e avaliacdo de risco (OECD, 20011).

Figura 4 — Fluxograma do protocolo da toxicidade aguda de acordo com o guia da Organizag&o
para Cooperacédo e Desenvolvimento Econémico (OECD, 2001).

5mg/kg 50mg/kg 300mgl/kg 2000mg/kg
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals

EXJETIET:

5mglkg 50mg/kg 300mg/kg 2000mg/kg
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals

PP OPOP o9 3

Category 5 or
Unclassified

GHS Category Category 2 Category 3 Category 4 Category 5
205 2550 2.50-300 > 300 - 2000 > 2000 - 5000

3
3(at 50
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at 1° slep at 1° step
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Lf’°“°| 5 | 25 Isnl 50 I 200 | 300 Isoolmol |5ooo|

mg/kg b.w.

Sao usados 3 animais do mesmo sexo (machos ou fémeas) por etapa 0,1,2,3: nimero de animais
moribundos ou mortos em cada etapa GHS: Sistema de Classificacdo Harmonizado (mg/kg p.c)
~: Nao classificado
Fonte: Guia da Organizagéo para Cooperacéo e Desenvolvimento Econémico (OECD, 2001).

Os animais foram mantidos em condi¢gbes controladas de iluminagdo (ciclo
claro/escuro de 12h cada) e temperatura de 25 + 3°C, em gaiolas de polipropileno com
dimensdes de 20x30x12cm, forradas com maravalha. Os grupos experimentais de
camundongos foram distribuidos com 3 animais por gaiolas. A alimentacao foi
suspensa por, no minimo 4 horas, antes do experimento e a agua liberada ad libitum,
a alimentacdo foi reintegrada apos 3 horas da administragéo.

Na primeira etapa, utilizou-se um grupo tratado com EBHVC 2000 mg/kg e um

controle que receberam apenas soro fisioldgico 0,9%. O EBHVC foi solubilizado em
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agua destilada e, aos grupos testes, foi introduzido no trato digestério dos animais,
através de canula metalica acoplada a seringa (gavagem). O manejo e cuidado com
0S animais seguiram os principios éticos da experimentacdo animal segundo critérios
estabelecidos pelo CEUA. Para melhor identificagdo dos animais todos foram
marcados para que fossem distinguidos individualmente dentro de cada grupo, bem

como, cada gaiola foi identificada para a distingcdo entre os grupos (tratado e controle).

3.7 Acompanhamento e andlise histopatolégica

As alteracdes comportamentais dos animais foram avaliadas separadamente
apos a administracdo do extrato durante 60 minutos, periodicamente nas primeiras
24horas e, em seguida, diariamente por um periodo de 14 dias, com pesagens diérias,
consumo de alimento e agua. As alteracdes comportamentais (efeitos estimulantes e
depressores do sistema nervoso central e autbnomo) foram registradas em protocolo
especifico de acordo com MALONE, 1983. Os animais foram observados quanto as
diversas reacbes comportamentais relacionadas com o Sistema Nervoso Central
(SNC) (efeitos estimulantes e depressores) e com o Sistema Nervoso Autdbnomo
(SNA).

Ao final do periodo de observacdo, todos os animais sobreviventes foram
eutanasiados e autopsiados. Foram retirados os 6rgédos (figado, baco, rins e pulméo),
lavados e fixados em formaldeido a 10% durante 24 horas, e posteriormente lavados
com agua destilada e processados em concentracdes crescentes de alcool (70, 80,
90 e 100 %), embebidos em parafina e corados pela técnica de hematoxilina-eosina

(HE), subsequentemente foram analisados em microscopia Gtica.

3.8 Atividade antitumoral in vivo

3.8.1 Animais

Os animais utilizados foram camundongos albinos Swiss, (Mus muscullus),
fémeas com idade de 35 a 60 dias e massa médio de 45,0 g, provenientes do biotério
do Laboratério de Farmacologia e Cancerologia Experimental do Departamento de
Antibioticos- UFPE. Foram mantidos no biotério a temperatura de 25 °C + 2 °C, sob
ciclo dia/noite (12 h claro e 12 h escuro), com livre consumo de agua e alimento
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durante o experimento e distribuidos em grupos de acordo com delineamento

experimental.

3.8.2 Protocolo experimental do estudo antitumoral in vivo

As células do tumor experimental, carcinoma de Ehrlich, foram obtidas do
Laboratério de Farmacologia e Cancerologia Experimental do Departamento de
Antibiéticos - UFPE. As células tumorais foram mantidas em camundongos albinos
Swiss fémeas, em sua forma ascitica, com frequéncia de manutencéo a cada 7 dias.
Os animais utilizados para os testes foram divididos em 4 grupos com 5 animais em
cada grupo: G1: Grupo controle negativo (solucéo salina); G2: Grupo Controle positivo
(Cisplatina); G3: Grupo tratamento EBHVC (200 mg/kg); e G4: Grupo tratamento
EBHVC (100 mg/kg). Para o transplante do tumor, as células foram retiradas de animal

doador (5,0 x 10% cél. ml —1) com oito dias de implantacdo, através da aspiracao da

forma ascitica e foram introduzidas nos animais receptores, por via subcutanea na

regido subaxilar direita para desenvolvimento da forma sélida.

3.9 Tratamento

O tratamento foi iniciado 48 horas apdés o implante e durante 7 dias
consecutivos. Cada grupo foi tratado com solugdes administradas uma vez ao dia, por
via oral, através de sonda intragastrica (gavagem), com excecdo do grupo controle
positivo que recebeu a solucdo por via intraperitoneal. O grupo controle negativo
recebeu tratamento com solucédo salina a 0,9 % estéril; os animais do grupo controle
positivo foram tratados com cisplatina (0,5 mg/kg), os animais do grupo EBHVC 200
mg/kg e 100 mg/kg, receberam solugdo contendo solucédo salina 0,9% estéril e as
doses respectivas do extrato, os quais receberam, respectivamente, 10% e 5% da
dose letal mediana (DLso) encontrada no teste de toxicidade aguda por via oral (v.0).

No oitavo dia os animais foram pesados e sacrificados por deslocamento
cervical, logo apos, os tumores e 6rgaos foram retirados, lavados e pesados para
calculo da taxa de inibicdo tumoral e analise da diferenca entre os grupos tratados e
controle, posteriormente os 6rgaos foram fixados em formaldeido a 10% durante 24

horas, lavados com agua destilada e processados em concentracdes crescentes de
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alcool (70%, 80%, 90% e 100%), embebidos em parafina e corados pela técnica
Hematoxilina-eosina (HE) para analise microscopica subsequente.

Analises microscopicas foram realizadas em microscopico binocular modelo
Kinon® L1000b-AC, e fotografias de cortes histologicos realizadas com camera digital
no modelo Samsung® marca PL 120 14.2MP com Zoom Optico de 10x e Software
Motic Images Plus 2.0 para captura.

A taxa de inibigéo tumoral (IT%) foi calculada em comparacgéo ao grupo controle
apos pesagem dos tumores, segundo a formula de NACHON et al., 1981:

TWI (%) = C - T /C x 100%

Onde: TWI = Percentual de inibigdo tumoral.
C = Média dos pesos dos tumores do grupo controle.

T = Média dos pesos dos tumores do grupo tratado.

3.10 Andlise histopatoldgica

ApOs a eutanasia, realizou-se a incisdo cirargica nos animais. A mesma teve
proporcdo que se estendia do térax até o abddmen, para a retirada do baco, rim,
figado e pulmdo. Os orgdos foram lavados com &gua destilada e fixados em
formaldeido a 10% durante 24 horas, posteriormente lavados com agua destilada e
processados em concentracdes crescentes de alcool (70%, 80%, 90% e 100%),
embebidas em parafina e coradas pela técnica Hematoxilina-eosina (HE) para analise
microscoépica subsequente.

Analises microscopicas foram realizadas em microscépico binocular modelo
Kinon® L1000b-AC, e fotografias de cortes histoldgicos realizadas com camera digital
no modelo Samsung® marca PL 120 14.2MP com Zoom oOptico de 10x e Software

Motic Images Plus 2.0 para captura.

3.11 Anédlise estatistica
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Para a andlise dos dados no ensaio da A. salina, utilizou-se o modelo de Probit
para determinacédo da CL50, foi aplicado o teste de Tukey e ANOVA one-way para
analise das médias e controle, considerando p < 0,05.

Para analise dos resultados da toxicidade e da atividade antitumoral, utilizou-
se o programa Microsoft Excel, exportando os dados para o software SPSS onde foi
utilizado Paired t-test para a analise estatistica da toxicidade; na analise da atividade
antitumoral, utilizou-se ANOVA (Andlise de Variancia). Quando observado variagéo
estatistica significativa foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis One Way Ranks para
comparacao da distribuicdo do parametro de interesse entre 0s grupos de tratamento.

Considerou-se valores p < 0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Andlise fitoquimica de vernonia condensata Baker

A analise das folhas de V. condensata Baker, coletada na cidade do Recife, foi
realizada por meio da Cromatografia em Camada Delgada (CCD) para identificacéo
de compostos existentes no extrato. Na literatura, o estudo fitoquimico da planta ja é
bem elucidado, demonstrando quais o0s principais metabdlitos secundérios
encontrados. A realizacdo da abordagem fitoquimica desse estudo teve o intuito de
corroborar com as informacdes ja existentes.

A tabela abaixo demonstra os principais compostos identificados através da
andlise da CCD do extrato hidroetandlico de V. condensata Baker.

Tabela 1 — Metabdlitos identificados no extrato hidroetanélico de V. condensata Baker

CLASSE DE METABOLITOS PRESENCA/AUSENCIA
Alcaldides ++
Flavonoides ++
Cumarinas _
Glicosideos _

Taninos _
Terpenos ++
Triterpenos +
Saponinas ++

Fonte: Dados da pesquisa
Resultado negativo (-), Resultado positivo fraco (+), Resultado positivo moderado (++)
e Resultado positivo intenso (+++)

Conforme demonstrado na tabela 1, o uso de algumas técnicas fitoquimicas
para identificacdo de metabdlitos secundarios permitiu a revelagdo de alguns
compostos presentes em Vernonia condensata Baker, tais como: flavonoides,
alcaloides, saponinas e terpenos. Alguns metabdlitos necessitaram do uso de

reveladores para sua identificagdo semi-quantitativa por meio da CCD.
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Em estudos fitoquimicos realizados com a espécie Vernonia condensata Baker
foi possivel identificar a presenca de diferentes metabdlitos secundarios, tais como:
terpendides, esteroides, acidos graxos, flavonoides, compostos fendlicos, alcoldides,
taninos e saponinas. Desses, 0s principais compostos ja isolados das folhas de
Vernonia condensata Baker sdo: Lactonas sesquiterpénicas, saponinas esteroidais,
acidos graxos e flavonoides (ERASTO et al., 2006; AFONSO SABRINA et al. 2015).

Silva et al, 2013 encontraram, em seu estudo, alguns metabdlitos, como:
flavonoides, saponinas e alcoloides, taninos e esterdide. O estudo de Igile et al., 1994
isolou flavonoides das folhas de Vernonia condensata Baker.

Os resultados apresentados acima corroboram com os dados encontrados
nesse estudo, quanto a presenca de flavonoides, alcaloides e saponinas, divergindo
apenas do estudo de Silva et al.,, 2013 que evidenciou a presenc¢a, também, de
taninos.

Em outras pesquisas, diferentes metabodlitos presentes em Vernonia
condensata Baker foram identificados, tal como em estudo realizado por Valverde e
colaboradores, 2001, foi isolado o vernosideo Bl e identificado propriedades

antiinflamatdrias relacionadas a este composto.

Luo et al., 2010 detectaram esteroides glicosidicos em extrato etandlico de V.
condensata Baker, por meio de cromatografia em camada delgada (CCD); ja em outra
pesquisa, também realizada por Luo et al., em 2011, foi identificada uma lactona
sesquiterpénica (vernodalinol) em extrato etandlico nas folhas da mesma espécie.
Outras duas lactonas sesquiterpénicas (vernolida e vernodalol) também foram

isoladas das folhas de V. condensata Baker, por Erasto et al., 2006.

4.2 Toxicidade de vernonia condensata baker em artemia salina leach

A analise da letalidade dos compostos bioativos se faz como etapa importante
para identificar a concentracdo em que determinados compostos se tornam toxicos e

podem se tornar letais.
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O teste de toxicidade utilizando o microcrustaceo Artemia salina, se trata de um
teste simples, rapido e de baixo custo, que permite a analise de um maior nimero de
amostras processadas por vez (Ohno et al., 1997), utilizou-se esse teste para calcular
a CLso (concentragéo letal do extrato para 50% da populacao).

Nesse ensaio, resultados de CLso menores que 1000 upg/mL? foram
considerados como toxicos (Meyer et al.,, 1982). Considerou-se baixa toxicidade
quando a CLso foi superior a 500 yg/mL%; moderada para CLso entre 100 a 500 pg/mL-
! e muito téxico quando a CLso foi inferior 100 ug/mLl. Na tabela abaixo sé&o
apresentados os valores da mortalidade das larvas apos a adi¢cdo das concentracdes

do EBHVC em cada grupo analisado.

Tabela 2 - Namero de Artemina salina vivas e mortas no teste da CLsg utilizando do extrato
hidroetandlico bruto de V. condensata em cada grupo analisado.

Réplica Dosagem
Controle 1000mg/mL 500mg/mL 100mg/mL 50mg/mL
1 10 vivas 5 vivas 9 vivas 10 vivas 10 vivas
0 mortas 5 mortas 1 mortas 0 mortas 0 mortas
2 10 vivas 4 vivas 7 vivas 9 vivas 10 vivas
0 mortas 6 mortas 3 mortas 1 mortas 0 mortas
3 10 vivas 5 vivas 8 vivas 9 vivas 10 vivas
0 mortas 5 mortas 2 mortas 1 mortas 0 mortas
Total 30 vivas 14 vivas 24 vivas 28 vivas 30 vivas
0 mortas 16 mortas 6 mortas 2 mortas 0 mortas
% de mortas 0,0% 53,3% 20,0% 6,6% 0,0%

Fonte: Dados da pesquisa

A probabilidade de mortalidade foi calculada utilizando o método de Probit,
apos a realizacao do teste realizou-se a andlise de regresséao linear entre o nivel da
dose e a probabilidade de mortalidade. Com isso, a CLso encontrada foi de 1395
ug/mL1, considerando-se, entdo, uma atividade tdxica baixa com valor da CLso > 1000
ug/mL?. Na andlise de dados os controles ndo influenciaram nos resultados, e o
extrato apresentou um maior indice de mortalidade com o aumento da dose, conforme

demonstrado no grafico abaixo.
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Gréfico 1 — Mortalidade do microcrustaceo A. salina frente ao EBHVC
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Fonte: dados da pesquisa

Observa-se que a mortalidade é dose-dependente, ou seja, 0 maior percentual
de mortalidade foi no grupo de 1000 pg/mL* (53,3%) seguido da concentracéo de 500
ug/mL? (20,0%) e 100 pg/mL? (6,6%). No grupo de concentracdo 50 pg/mL™? e no
grupo controle ndo houve mortalidade, o que indicou prevaléncia nula.

Em estudos realizados na familia das Asteraceae, algumas plantas
demonstraram resultados de toxicidade elevada. Pesquisa desenvolvida por
Okuyama, et. al. 2011 utilizando extrato etandlico das folhas de Mikania laevigata,
conhecida como “guaco”, apresentou elevada toxicidade com valor CLso = 62.6 pg/mL-
1.

De maneira semelhante, outra anélise onde se estudou os efeitos de derivados
da Heterotheca inuloides Cass (Asteraceae), frente ao microcrustaceo, os resultados
demonstraram que a maioria dos compostos apresentou efeitos toxicos com valores
de CLso entre 45-70 pg/mL* (Rodriguez-Chavez et al.,2015). Os dados ressaltados
divergem dos resultados obtidos através das analises realizadas nesse estudo.

Apesar de algumas andlises realizadas com extratos de plantas da mesma
familia apresentarem toxicidade nesse teste, pesquisas utilizando plantas do mesmo
género (Vernonia amygdalina) e com diferentes solventes (aquoso, metanol, hexano,
etilacetato e butanol) ndo apresentaram toxicidade (CLso >1000 pg/mL1) (AJILA, J.M.
& OLOYEDE, GANIYAT, 2012).

Em estudo realizado por RAMOS (2014), onde foi utilizado extrato
hidroetandlico de folhas de Vernonia condensata Baker, obteve-se resultado da CLso >
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1000 pg/mL2. Os resultados corroboram com os dados encontrados no presente
estudo, que demonstra a baixa toxicidade do EBHVC no ensaio de Artemia salina.
Uma das caracteristicas do bioensaio com A. salina Leach é ser viavel e trazer
resultados que norteiam demais ensaios por apresentar efeitos toxicos semelhantes
agueles produzidos nos estudos in vivo (Amaral & Silva, 2008). Contudo, por ser o
primeiro teste realizado nessa pesquisa, na busca substéancias com atividade
antitumoral em modelos experimentais in vivo, auxiliou, também, na determinagéo da

dose inicial para o ensaio de toxicidade aguda

4.3 Toxicidade aguda

Segundo a OECD (Organisation for Economic Co-operation and
Development) na existéncia de testes preliminares onde demonstram a baixa
toxicidade de uma determinada substancia, deve-se partir da dose inicial de 2000
mg/Kg para os testes da toxicidade in vivo.

Apds a administracdo do extrato hidroetandlico de Vernonia condensata
Baker, por via oral (dose inicial equivalente a 2000 mg/kg) ao grupo tratado e
administracdo de soro fisiolégico 0,9% ao grupo controle, os sinais clinicos iniciais

observados foram demonstrados na tabela 3.

Tabela 3 - Sinais clinicos observados em camundongos ap6s administracéo do extrato de
Vernonia condensata Baker por via oral.

Dose via oral (mg/kg)
Sinais Clinicos 2000
30 min 1h

CR ™ SM CR T™M SM

1. Sist. Nervoso Central

Auséncia de coord. Motora - - - - - -

Convulsdo ténico- clénica - - - - - -
Parada cardiorrespiratéria - - - - - -

Refluxo - - - + + -
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Tabela 3 - Sinais clinicos observados em camundongos apos administracdo do extrato de
Vernonia condensata Baker por via oral.

1.1 Efeitos estimulantes

Agressividade ++ ++ + + - -
Ambula¢do aumentada + + + + + +
Autolimpeza - - - - - -
Bocejo
Erecdo de cauda
Espasmos
Frémito vocal
Inversdo de marcha 4+ ++ ++ + ++
Movimento circular - - - - - -
Movimento das vibrissas - - - - - -
Movimento estereotipado +++ +++ ++  ++ ++
Reacdo de fuga ++ ++ +++ ++  ++ ++
Sacudir a cabega - - - - - -
Tremores grosseiros - - - - - -
1.2 Efeitos depressores
Ambulagdo diminuida - - - - - -
Ataxia - - - - - -
Cauda em straub - - - - - -

+ [+

+ [+
+ [+
+ [+
1

Perda do reflexo auricular ++ + + - . -
Ptose palpebral - - - - - .
Prostragao - - - + + +
Resposta ao toque diminuida - - - - - i
2. Sist. Nervoso Autonomo

Cianose + + + + - -
Contorgdes ++ ++ ++ + + +
Diarreia - - - - - -
Distensdao abdominal - - + - - +
Diurese - - - - - -
Edema de focinho + + + - - +
Excrecdo fecal + + - - - _
Piloerecao ++ ++ ++ + - -
Taquipneia + + + - - -
Salivagao - - - - - -
3. Mortalidade (%) 0 0 0 0 0 0

- (sem efeito); + (efeito leve); ++ (efeito moderado); +++ (efeito acentuado). CR- cabeca e rabo marcado;
TM tronco marcado; SM- sem marca.
Fonte: dados da pesquisa. Adaptada de MALONE; ROBICHAUD (1983).

De acordo com os dados demonstrados na tabela acima, observou-se que 0s
efeitos mais pronunciados foram os efeitos estimulantes, tais como: estereotipia,
inversdo de marcha, reacdo de fuga, ambulacdo aumentada, agressividade, erecéo

de cauda e espasmos.
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O comportamento estereotipado complexo e o aumento da ambulacao,
observado nos camundongos tratados com o extrato, sugere uma possivel atividade
sobre o sistema nervoso central (SNC), considerando que, a atividade locomotora
espontdnea e 0 movimento repetitivo estdo relacionados com o0s niveis de
excitabilidade desse sistema (DA COSTA JUNIOR et al., 2011).

Diversos autores ja relataram a capacidade de alguns metabdlitos secundarios
extraidos de plantas demonstrarem atividades nesse sistema (ALMEIDA et al., 2012;
GIRARD, 2003; MUSTAD, 2014; SILVA et al, 2017). Alguns metabdlitos encontrados
no EBHVC séo conhecidos por terem influéncia a nivel do SNC. Um exemplo seria a
classe dos alcaloides que foram encontrados nessa pesquisa e que, em estudo
realizado por Quintans-Junior et al. (2004) com Prosopis juliflora (Sw), demonstrou
alteracbes comportamentais como: piloerecdo, hiperatividade (aumento da
ambulacéo), irritabilidade e tremores.

O aumento da ambulacdo € um comportamento ligado a uma boa coordenacao
do animal, Prut e Belzung (2003) ja haviam relatado em seus estudos que sinais como
locomogéo aumentada podem ser um indicativo de um efeito estimulante. Nesta
pesquisa foi demonstrada uma exacerbacdo desse comportamento apos a
administracdo do extrato por via oral em camundongos.

Os terpenos também atuam estimulando a geracdo do segundo mensageiro
Trifosfato de Inositol (IP3), que mobiliza o Calcio intracelular, levando a
excitotoxicidade celular. Adicionalmente, colaboram com o processo de consolidacao
de memoaria e também apresentam resultados na reducao do tempo de sono induzido
por pentobarbital sédico, aumentando assim, o tempo de laténcia para inicio do sono
(MACLENNAN et al., 2002; PASSOS et al, 2009). Esses fatos podem ter contribuido
e influenciado no aumento da ambulacdo, e de forma geral nas caracteristicas de
estimulacao do SNC.

Maclennan, Darlington e Smith (2002) afirmaram que os terpenos constituem o
grupo de metabdlitos com acdes sobre o SNC. Em seu estudo, os diterpenoides
encontrados no extrato de Ginkgo biloba L. (Ginkgoaceae) atuaram na modulacéo de
sistemas neurotransmissores, tais como: serotoninérgicos, noradrenérgico,
dopaminérgico e colinérgico, aumentando o fluxo sanguineo.

Baseado nesse fato pode-se pressupor que esses transmissores tenham
contribuido para alguns efeitos apresentados pelos animais como: formacgédo do

edema de focinho e aumento da frequéncia respiratoria.
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Como observado na tabela 3, ndo foi constatado estado de morbidez ou morte
tanto ao final dos 60 minutos quanto do 14° dia de experimento. Através dos
resultados obtidos com a andlise da toxicidade por via oral, o extrato hidroetandlico
de Vernonia condensata Baker foi classificado, seguindo os critérios do Globally

Harmonized System of Classification and Labeling of Chemicals (GHS), na categoria
5 (>2000 - 5000), onde a DL5p ficou estabelecida em 22000 mg/kg, de acordo com

A investigacdo da toxicidade aguda constitui 0 primeiro passo para analise
toxicolégica de farmacos a base de plantas (Déciga-Campos, 2007). De maneira
geral, modelos animais fornecem uma boa previsibilidade para toxicidades humanas,
de cerca de 70-80% (Kola et al., 2004).

Os estudos de toxicidade aguda demonstram a relacdo dose/resposta e
permitem a determinacéo da DL5o (dose letal média), que é util para a identificagéo

da toxicidade da substancia. A resposta toxica apresentada por uma substancia esta
relacionada a dose administrada ou absorvida pelo individuo, o tempo e frequéncia de

exposicdo, além da via de administracdo utilizada (Barros; Davino, 2008). A DL50 € a

“dose Unica de uma substancia capaz de causar 50% de mortalidade dos animais
tratados” (Sa; Almeida, 2006).

O teste de toxicidade aguda, por via oral, realizada por Monteiro et al., (2001)
demonstrou resultados semelhantes aos encontrados nesse estudo. Monteiro realizou
o teste oral com extrato aquoso de Vernonia condensata Baker, o qual apresentou
baixa toxicidade, sem mortes e nenhum outro sinal de toxicidade até a dose mais
elevada de 5000 mg/kg.

Amole et al. (2006) testaram extratos de folhas de Vernonia amygadalina em
ratos e ndo encontraram nenhum efeito téxico durante estudo em ratos; enquanto que
Abdullahi et al. (2011) realizaram testes com extrato metandlico de folhas de Vernonia

glaberrima (pertecente a familia das Asteraceae) em camundongos e encontraram
DL50 de 1265 mg, também ndo encontraram efeitos tdxicos, o que demonstrou

seguranca no uso do extrato para doses farmacologicamente ativas. O meio extrator
metandlico também foi utilizado por Yoga Latha et al. (2011) e Rajamurugan et al.

(2011) para avaliar a toxicidade do extrato de folhas de Vernonia cineria em
camundongos, o qual ndo demonstrou acao toxica com valor de DL50 maior que 2000

mg/kg .
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Em estudos com Vernonia condensata, o extrato aquoso, administrado por via
oral, ndo causou a morte ou algum indicio de toxicidade com dose de até 5.000 mg/
Kg, em testes realizados com ratos, corroborando a segurancga no uso da planta nas
doses utilizadas (SILVA et al., 2006). Risso et al., 2010 seguindo o protocolo da OECD

423, utilizou folhas secas para preparacdo do extrato em diferentes solventes para
teste de toxicidade oral em ratos, demonstrando valor de DL5p acima de 2000 mg/ kg,

para 0 extrato aquoso, e etandlico, apresentando uma margem de seguranca

semelhante ao estudo em questédo, porém, no mesmo estudo, o extrato diclorometano
demonstrou-se como o0 mais agudamente téxico com DL50 500 mg/kg.

A atoxicidade dessas plantas pode explicar 0 sucesso dessas espécies no uso
popular para tratamentos medicinais, tais como: hepatoprotetor, gastroprotetor,
antiinflamatorio, etc.

De acordo com Beutlher et al. (2001), é possivel que plantas de diferentes
variedades possam ter resultados de toxicidade diferentes umas das outras quando
comparadas, pois, muitas vezes essas plantas sdo classificadas apenas quanto a
espécie e ndo quanto a variedade. Lapa et al, (1999) ainda retrataram o fato de que
além das caracteristicas genéticas da planta, a sintese das substancias quimicas é
controlada por fatores ambientais como ecossistema, iluminacéo, calor, constituicao
do solo, umidade, dentre outros.

Apos a realizacdo do protocolo experimental foi determinada a massa dos
orgaos retidados e calculadas as médias * desvio padrao (DP) dos animais dos grupos
2000 mg/kg e Sf0,9%

Na tabela 4 observa-se a média e desvio padrao do ganho de peso, peso dos
orgaos e consumo alimentar do grupo controle e tratado. Observou-se que houve
maior média do consumo de 4gua e racdo no grupo controle, sendo estatiscamente

significantivo (p-valor = 0,046 para ambos).

Tabela 4 - Média e desvio padrao do consumo de agua e racéo e peso dos animais e 6rgaos
avaliados dos grupos controle e tratado no teste de toxicidade oral.

Fator avaliado Sf09% 2000 mg/Kg p-valor Teste utilizado
MédiazDP Média+DP
Ganho de peso 0,381+1,393 1,892+0,657 0,248 Teste de Mann-Whitney
Médio
Agua 14,286+0,000 | 9,571+0,000 0,046 Teste de Mann-Whitney




45

Racao 11,786+0,000 | 6,179+0,000 0,046 Teste de Mann-Whitney
Figado 2,023+0,171 1,902+0,524 0,423 Paired t-test

Baco 0,244+0,020 | 0,32810,125 0,652 Paired t-test

Rins 0,481+0,109 0,392+ 0,03 0,796 Paired t-test
Pulmao 0,568+ 0,159 | 0,725+0,242 0,487 Paired t-test

*se p-valor < 0,05 a distribuicdo do fator avaliado difere entre os grupos avaliados.
Fonte: Dados da pesquisa

Apé6s a avaliacdo grupo a grupo observou-se que nao houve diferenca
significativa quanto ao peso dos 6rgaos avaliados entre os dois grupos (2000 mg/kg
45 e SF), porém, observa-se um aumento no peso total, bem como, peso do bago e
pulm&o do grupo tratado (2000 mg/kg) em relacdo ao grupo controle (SF 0,9%).
Desmarchelier e colaboradores (1999) evidenciaram a importancia da avaliacdo do
peso corporal como um indicador de efeitos adversos que possam ser causados por
drogas e produtos quimicos.

Outras pesquisas que também avaliaram o peso corporal foram desenvolvidas
por Costa (2013) e Alves (2007), onde os animais demonstraram uma tendéncia de
ganho de peso ao longo do experimento. Para esse fator Jahn e Gunzel (1997)
explicaram que o ganho de massa corporal também deve ser considerado como uma
resposta toxica, e que muitas vezes este fato esta associado a reducdo de tempo na
vida reprodutiva (pelo menos nas fémeas).

Em estudo realizado por Barbastefano (2007), onde foram avaliados os efeitos
antiulcerogénicos de Vernonia polyanthes, observou-se que nenhuma das fracdes
utilizadas promoveu alteragdes significativas no peso dos animais e no peso dos
orgdos apos 14 dias de tratamento consecutivos, demonstrando uma baixa toxicidade
das fracdes nas suas doses efetivas.

Bezerra et al. (2008) relataram que a toxicidade pode ser também avaliada
investigando a variacdo de massa dos 6rgdos e destaca como 0s principais 6rgaos
afetados em caso de intoxicacéo sao figado e rins, por serem 0s 6rgaos responsaveis
pela desintoxicacdo do organismo, e nesses casos podem ter seus volumes ou
massas aumentadas.

Tal fato coincide com dados encontrados nesse estudo, onde o peso do figado
no grupo tratado foi maior do que 0 peso no grupo controle, conforme ja demonstrado

na tabela 4.
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Ainda no sentido de identificar possiveis alteracbes causadas pelo EBHVC,
realizou-se a analise histopatolégica dos érgaos, onde foi possivel observar algumas
informacgdes importantes.

A analise histolégica para a toxicidade aguda do grupo controle (soro
fisiologico), revelou que o figado, rins, pulméao e baco apresentaram respectivamente:
veia centro lobular preservada, nicleos hepatécitos preservados e com preservacao
dos sinusoides hepaticos; glomérulos e tabulos renais conservados, e espaco peri-
glomerular conservado; alvéolos preservados, bronquios e bronquiolos terminais
preservados; preservacdo da capsula, trabécula e linfonodos com sinusoides

esplénicos preservados, conforme demonstrado na figura 5.

Figura 5 — Corte histologico dos 6érgdos dos animais do grupo controle (soro fisiologico).
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Fonte: dados da pesquisa
A —figado; B — rim; C — pulmé&o; D — bago.
Coloracéo HE (hematoxilina-eosina); aumento de 10x.

Apesar da maioria dos orgdos (baco, rins e pulmédo) do grupo tratado com
EBHVC (2000 mg/Kg) ndo apresentarem alteracdes, pode-se perceber algumas
modificacdes presentes na analise do figado.
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Observou-se no corte histologico do figado, do grupo tratado 2000 mg/Kg, leve
congestao de grandes vasos, hepatdcitos binucleados e anucleados, bem como, foi
possivel observar a presenca de proliferagdo das células de Kupffer (Figura 6), o que
pode significar um dano hepatico, mas também uma tentativa de regeneracédo desse

orgao.

Figura 6 — Corte histolégico - figado dos animais do grupo tratado com EBHVC 2000 mg/Kg.

Fonte: dados da pesquisa
Seta verde — hepatdcito anucleado; seta branca — hepatécito binucleado; seta preta -
congestdo grande vaso; seta amarela — células de Kupffer Coloragdo HE (hematoxilina-
eosina); aumento de 40x

Monteiro e colaboradores (2001) realizaram um estudo no intuito de investigar
o potencial de toxicidade aguda, bem como, embriotoxicidade e mutagenicidade do
chéa das folhas de Vernonia condensata Baker. A pesquisa demonstrou que, além da
baixa toxicidade (DL50 >5000 mg/ Kg), os animais ndo demonstraram nenhuma
alteracado patoldgica nos 6rgaos apos 14 dias de tratamento por via oral, corroborando
com achados encontrados nesse estudo que ndo demonstrou alteracées na maiora
dos orgéos (baco, rins e pulméo) analisados, diferindo, apenas, quanto as alteracbes
hepéticas encontradas nos animais do grupo tratado.
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4.4  Avaliacdo da atividade antitumoral in vivo

Na andlise da atividade antitumoral, apés 36 h da inoculacdo do tumor, os
animais foram tratados por 7 dias com o extrato e 0s seus pesos foram acompanhados
durante esse tempo. Os valores das médias dos pesos dos grupos Solucao Fisiolégica
a 0,9 % (SF), padréo Cisplatina (CIS), tratado EBHVC 100 mg/kg (100MG) e EBHVC

200 mg/kg foram calculados e estdo demonstrados no grafico 2.

Grafico 2 - Médias da massa corporal dos grupos utilizados no teste da atividade antitumoral
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Fonte: dados da pesquisa
SF: Grupo tratado com Solucéo Fisiolégica 0,9%. CIS: Grupo tratado com Cisplatina 0,5 mg/kg
100MG: Grupo tratado com EBHVC dose 100 mg/kg. 200MG: Grupo tratado com EBHVC dose 200
mg/kg.

ApOs a obtencdo do peso dos 6rgdos dos animais tratados, foram calculados
as médias e o valor de p, por meio da andlise de variancia ANOVA e os resultados
estdo demonstrados na tabela 5.

Tabela 5 - Média * desvio padrdo das massas dos 6rgdos avaliados e do tumor segundo 0s
grupos de estudo da atividade antitumoral.

Fator Grupo avaliado Teste
Avaliado utilizado

SF09 CIS 100MG 200MG P
MédiaxzDP MédiatzDP MédiaxzDP MédiaxDP
Figado 2,428+0,437 2,407+0,082 2,315+0,399 2,476%0,185 0,872 ANOVA One
Way
Repeated
Measures
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Baco 0,291+0,0378 0,198+0,047  0,364+0,12 0,334+0,0805 0,022  ANOVA One
Way
Repeated
Measures

Rins 0,403+0,16  0,288+0,048 0,251+0,054 0,265+0,0203 0,128 ANOVA One
Way
Repeated
Measures

Pulmao 0,358+0,0758  0,417+0,069 0,392+0,124  0,367+0,0975 0,755  ANOVA
One
Way
Repeated
Measures

SF09 CIS 100MG 200MG P
MedianatEP  MedianatEP MedianatEP  MedianatEP

(Kruskal-
Tumor  1,454+0,527  0,565+0,093 0,545+0,073  0,511+0,107 0,008  Wallis One
Way Ranks)

Fonte: Dados da pesquisa
Se p < 0,05 a distribuic&o do fator avaliado difere significativamente entre os grupos avaliados.

A massa dos 6rgdos dos animais apds o teste de atividade antitumoral foi
analisada e conforme apresentado na tabela 5, apenas as massas do baco (p = 0,022)
e do tumor (p= 0,008) obtiveram diferenca estatistica na comparacao entre 0s grupos.
Apés esse resultado foi utilizado o método Holm-Sidak para comparagdo grupo a
grupo.

Observou-se que a divergéncia das massas do braco ocorreu principalmente
quando comparados o grupo CIS com o0s demais grupos, havendo também
divergéncia entre o grupo SF quando comparado aos grupos 100mg e 200mg. Quanto
ao tumor apo6s analise grupo a grupo foi comprovado que os grupos CIS, 100mg e
200mg tiveram reducéo significativa da massa tumoral quando comparados ao grupo
SF, mostrando assim um efeito antitumoral positivo, tanto nos animais tratados com o
padrao (CIS), quanto aos tratados com EBHVC.
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Como o EBHVC demostrou diferenca significativa entre as massas dos tumores
foi calculado o percentual de Inibicdo Tumoral (IT%). Os percentuais de IT% para o
Carcinoma de Ehrlich dos grupos padréao (cisplatina), tratado EBHVC 100 mg/kg e
tratado EBHVC 200 mg/kg, foram determinados em relacdo ao grupo SF e estédo

demonstrados na tabela 6.

Tabela 6 - Valores do IT% para os grupos controle e tratamentos avaliados

Tratamento IT%
Cisplatina 0,5 mg/Kg 70.94%
EBHVC 100 mg/Kg 70.88%
EBHVC 200 mg/Kg 76.89%

Fonte: dados da pesquisa

O IT% assim como a média das massas tumorais apresentou dados
promissores quando comparamos os resultados dos grupos tratados com o  EBHVC
e os tratados com o padrao Cisplatina. As duas concentracbes do extrato
demonstraram resultados semelhantes ao padréo, apresentando um efeito dose
dependente em relacdo a taxa de inibi¢éo.

No teste para atividade antitumoral realizado nessa pesquisa, 0S animais
tiveram sua massa corporal acompanhada durante todo o tratamento. Os pesos dos
grupos tratados mantiveram uma constancia. Nos grupos SF e CIS observa-se uma
leve alteracdo das massas corpéreas com o decorrer dos dias. No grupo SF houve
um aumento na massa dos animais isso pode ser justificado pelo rapido
desenvolvimento dos tumores nos camundongos pertencentes a esse grupo.

Quando se observa a tabela 5, verifica-se que esse grupo foi o que apresentou
maior valor de massa tumoral apresentando uma meédia de 1, 454 g e mostrando-se
estatisticamente diferente dos demais grupos. Ja o grupo CIS apresentou um leve
decréscimo de massa, esse € um fato considerado comum, pois segundo autores
como Tayarani-Najaran e colaboradores (2013) a perda de massa corporea é um dos
principais efeitos colaterais do uso de antineoplasicos, e se da muitas vezes como
consequéncia as nauseas e vOmitos causados por esses medicamentos.

Foi realizada também a analise histoldgica dos 6rgaos e tumores dos animais

que participaram do ensaio da atividade antitumoral. Apds a analise histolégica do



51

figado dos animais do grupo controle foi possivel observar tumefacédo celular e
presenca de granulomas. Os hepatdcitos apresentavam granulacdes citoplasmaticas
com algumas vacuolizagdes, nucleos aumentados, hepatdcitos binucleados e
anucleados e congestéao de vasos. (Figura 7).

Figura 7 - Imagens da analise histolégica do corte do figado dos animais do grupo SF.

Fonte: Dados da pesquisa
(A)— Seta preta apresenta intensa congestdo do vaso hepatico.
(B)— Em B corte histoldgico de figado demonstra tumefacao celular com areas de necrose, onde
hé& perda da morfologia celular.
Seta azul demonstra hepatécito binucleado; seta verde apontando para hepatécitos anucleados
e seta vermelha apresentando megacaridcito.
Imagens coradas por HE e com aumento microscopico em 20x.

Na analise do pulméo e rins, pode-se observar a presenca de células infiltradas
com caracteristicas de malignidade, apresentando-se quase sempre ao lado de um
vaso (Figura 8), tornando-se um indicador de metastase e de que sua disseminagéo
aconteceu através da corrente sanguinea. O maior niumero de focos de células
invasivas foi encontrado no pulmao (Figura 8A), o que nos faz considerar a
proximidade com o local de implantacdo do tumor como principal explicagdo para o
fato, seguido dos rins (Figura 8B), que é o 6rgao responsavel pela filtracdo sanguinea.
O pulmao apresentou reatividade no endotélio das artérias, congestdo e hemorragia;
também foi visto uma desarrumacgéao do tecido pulmonar juntamente com a presenca
das células neoplasicas demonstrando uma expansao desse cenario. O rim, por sua
vez demonstrava vasos reativos, infiltrado perivascular de células mononucleadas e

degeneracao hidrépica.
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Figura 8 - Imagens da analise histoldgica do corte de pulmao e rins dos animais do grupo SF.

Fonte: Dados da pesquisa
A — o circulo vermelho aponta conjunto de células infiltradas com caracteristicas de malignidade em
corte de tecido pulmonar.
B — em corte de tecido renal o circulo vermelho aponta conjunto de células infiltradas com
caracteristicas de malignidade; seta preta aponta para vaso reativo.
Laminas coradas por HE e com aumento do microscdpico em 20x.

Os 6rgéaos dos animais tratados com o padrao cisplatina apresentaram nodulos
de células metastaticas apenas no pulmdo e nos rins, porém o figado e rins
demonstram altos sinais de citotoxicidade, apresentando graves alteracdes teciduais.
Nos rins além dos infiltrados celulares, o corte histologico demonstrou atrofia dos
glomérulos com aumento do espaco peri-glomerular (Figura 9A), acentuada
degeneracdo hidrépica e areas de necrose, dilatacdo cistica dos tubulos com intensa

presenca de cilindros hialinos.
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Figura 9 — Corte histoldgico do rim de animal tratado com padréo cisplatina e com EBHVC 100mg/Kg.

Fonte: Dados da pesquisa
A — Corte histolégico de rins do grupo Cisplatina (CIS).
B — Corte histolégico de rins do grupo tratado com EBHVC *As estrelas representam o espaco peri-
glomerular dos rins. *As setas pretas demonstram infiltrado celular mononuclear ao lado de vasos.

Aumento microscépico em 20x. Laminas coradas por HE.

Os danos hepéticos e renais severos causados nos 6rgaos dos animais do
grupo CIS podem ser explicados pelo farmaco padréo utilizado. A cisplatina é uma
droga antineoplasica padrdo que forma ligacbes covalentes com as proteinas
plasméticas e € amplamente distribuida para os tecidos, principalmente rins e figado.
Apesar de possuir uma farmacocinética favoravel, foi observado que causava, assim
como grande parte dos antineoplasicos, reacdes adversas importantes, destacando-
se a nefrotoxicidade e hepatotoxicidade. Nos rins foram propostos alguns mecanismos
de acdo da cisplatina: apoptose, necrose, inflamacdo e estresse oxidativo, que
causam reducéo da taxa de filtracdo glomerular, lesdo tubular proximal e aumento de
sais. No figado, esse antineoplasico aumenta as transaminases, altera o metabolismo
energético do 6rgdo, causa enrijecimento da membrana hepética, peroxidagéo
lipidica, dano oxidativo a cardiolipina e morte celular hepética (VISACRI, 2017).

De maneira geral, a analise dos érgaos dos grupos tratados com 100 mg/Kg e
200 mg/Kg ndo apresentaram alteracdes significativas. Em relacdo aos tumores dos
do grupo controle, 0s mesmos apresentaram massa tumoral com bastante area de

infiltrac&o e necrose de coagulacdo, como demonstrado na figura 10.
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Figura 10 — Imagens das analises histologicas dos cortes dos tumores do grupo SF.
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Fonte: dados da pesquisa
A — tumor infiltrando tecido muscular aumento do microscopio em 40x
B — tumor infiltrando tecido muscular aumento do microscépio em 100x
Laminas coradas por HE

O tumor do grupo CIS (Figura 11B) apresentou o0 mesmo padrdao celular
encontrado no grupo SF, porém apresentava formato celular mais variado. Essa
descricdo assemelha-se as caracteristicas do tumor de Ehrlich descritas no Manual
Basico de Cancerologia Experimental: Tumor de Ehrlich (SILVA; FREITAS;
DOMINGUES,2017).

Figura 11 — Corte histol6gico do tumor no grupo SF e CIS.

Fonte: dados da pesquisa
A —tumor do grupo SF; massa tumoral mais infiltrada, maior quantidade de necrose.
B — tumor do grupo CIS com células de nucleo picnético, menor infiltragdo e menor crescimento
tumoral.
Aumento de 40x. LAminas coradas por HE.

Na andlise dos grupos tratados 100 mg/Kg e 200 mg/Kg, pode-se perceber

certa evolugdo no que diz respeito ao efeito do extrato frente a inibicdo tumoral,
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conforme demonstrado na figura 12. No grupo tratado com EBHVC 100 mg/Kg (Figura
12A), pode-se perceber varios nucleos em picnose, tumor compacto, porém, com
infiltracdo, embora esta esteja mais contida quando comparada com o grupo SF. No
grupo que recebeu tratamento com EBHVC 200 mg/Kg (Figura 12B), nota-se um
tumor confinado, que n&o infiltra tecido muscular, presenca de células menos
diferenciadas, células mais jovens, quase ndo ha presenca de necrose, um padrao

um pouco mais semelhante ao encontrado no grupo cisplatina.

Figura 12 — Corte histolégico dos tumores dos grupos tratados com EBHVC.

Fonte: dados da pesquisa.
A — tumor do grupo tratado com EBHVC 100 mg/Kg.
B — tumor do grupo tratado com EBHVC 200 mg/Kg. Aumento de 20x . Laminas coradas por HE.

Esses resultados sao vistos de forma positiva ja que os grupos tratados com
EBHVC apresentaram resultados promissores na reducédo da massa tumoral (tabela
5), aumento na taxa de inibicdo (tabela 6) e histologicamente ndo apresentaram
toxicidade hepéatica e renal como encontrado no controle CIS.

A busca por novas terapias que possam melhorar a qualidade de vida a quem
sofre com o cancer é uma luta constante. E como visto, os produtos naturais
apresentam-se como uma estratégia viavel para a busca de novas ferramentas que
possam ser utilizadas com esse fim. Como exemplos de compostos anticancer
desenvolvidos a partir desses produtos temos vindesina, vinorelbina, etoposida,
docetaxel e topotecan (BEZERRA et al., 2008; TAYARANINAJARAN et al., 2013).

Uma pesquisa com resultados semelhantes aos nossos foi realizada por Pagno
e colaboradores (2006) ao analisar o extrato de Vernonia scorpioides, mesmo género

da panta utilizada nesse estudo, frente ao Carcinoma de Erlich em sua forma ascitica.
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Quando os animais eram tratados imediatamente (via intraperitoneal) apos a
inoculacdo das células tumorais, o resultado obtido foi supressdo de 100% dessas
células e reducdo do volume ascitico; quando o tratamento era inicado 3 dias apds o
desenvolvimento do tumor a supressédo foi em torno de 80% e 60% de reducgéao do
volume ascitico. Os grupos controle tratados com solucéo salina apresentaram maior
volume de células tumorais e volume ascitico.

Relatérios anteriores mostram que baixas concentracdes de extratos de folhas
soluveis em 4gua de uma planta comestivel nigeriana, Vernonia amygdalina (VA),
retardou de forma potente as atividades proliferativas de células cancerigenas da
mama humanas, in vitro, dependente da concentracdo. A exposi¢do das células a
concentragdes crescentes de VA (10, 100 e 1000 ug / mL) inibiu o crescimento celular
em aproximadamente 14% (P <0,05), 22% (p <0,05) e 50% (p <O0,005). )
respectivamente (GRESHAM et al, 2008)

O extrato aquoso apresenta uma toxicidade muito baixa, sendo que nenhuma
morte ou outros sinais de toxicidade pudessem ser detectados Também foram
realizadas necropsias nos ratos (14 dias ap0s a ingestdo) e nenhuma alteracédo
patoldgica foi constatada (DE CARVALHO, 2012).

Luo et al. (2010) avaliaram, por meio de um ensaio biomonitorado, a atividade
anticancer (células de cancer de mama) do extrato etandlico das folhas de Vernonia
condensata Bake. A medida que o extrato bruto foi purificado, observou-se, na Gltima
subfracdo obtida (mais pura), um aumento de 22,4 vezes a atividade anticancer do
extrato bruto. O vernodalinol (25 e 50 ug/mL) inibiu o crescimento (sintese de DNA)
de células de cancer de mama (células MCF-7), mostrando a potencial atividade
anticancerigena do composto.

Em pesquisa realizada por DE CARVALHO (2012), utilizando extrato bruto
etandlico de Vernonia scorpiodes, na menor concentracao testada (50mg/kg/dia) foi
demonstrado importante atividade antitumoral, uma vez que causou significativa
reducdo do crescimento do tumor bem como elevado indice de células tumorais em
apoptose inicial e tardia. Nas concentracdes mais reduzidas do extrato, predomina o
efeito citotoxico das lactonas sesquiterpénicas, o0 que leva a maior citoxicidade por

ativacéo das vias da apoptose.
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Com base nesses resultados é importante a realizacdo de novos estudos,
buscando identificar outras linhagens sobre as quais o0 extrato seja efetivo.

Possivelmente, estudos in vitro com linhagens de células tumorais humanas.
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5 CONCLUSAO

O estudo em questao demonstrou a presenca de varias classes de metabdlitos,
sendo eles: Alcalbides, flavonodides, glicosideos, terpenos, triterpenos e saponinas.

O teste de toxicidade aguda com Arthemia salina Leach demonstrou baixa
toxicidade com resultado da CLso de 1395 pg/mL™, indicando baixa toxicidade do
extrato utilizado.

A andlise da toxicidade aguda por via oral ndo causou mortalidade e nem
morbidade a nenhum dos animais que receberam as doses testadas, sendo assim
classificado na categoria 5 de acordo com o GHS e sua Dose Letalso (DLso) foi
estipulada 22000 mg (=2000-5000). Na andlise histologica dos 6rgdos ndo foram
observadas alteracGes, demonstrando a baixa toxicidade do extrato para érgdos e
tecidos.

Quanto & analise antitumoral os resultados foram promissores. O EBHVC
nao provocou lesdes nos érgaos (pulmao, rins e baco), nas doses utilizadas quando
comparado ao padrao Cisplatina e demonstrou semelhanc¢a quanto aos percentuais
de inibicdo. Outro achado importante da pesquisa diz respeito ao grau de invasividade
do tumor quando comparado as diferentes doses (100 mg/Kg e 200 mg/Kg),
demonstrando menor invasao e necrose tumoral com a dose mais elevada (200

mg/Kg).
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