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RESUMO

As plantas contém principios ativos capazes de curar diversas doengas, no entanto, sio poucos
os estudos que possibilitam uma visdo ampla da grande diversidade das espécies com
propriedades terapéuticas. Himatanthus drasticus (Janaguba) pertence a familia Apocynaceae,
é de ocorréncia restrita ao Brasil, é usada popularmente como antitumoral, antifiingica,
vermifuga, antianémica e diversos males estomacais. No Nordeste € bastante utilizado no
tratamento do cancer, porém quase sem registro na literatura. Este estudo avaliou o perfil
fitoquimico, a toxicidade aguda e a atividade antitumoral in vivo frente aos tumores Sarcoma
180 e Carcinoma de Ehrlich do litex e do extrato metandlico das folhas de Himatanthus
drasticus. O material foi coletado na Chapada do Araripe no municipio de Jardim-CE. A
determinagdo da toxicidade aguda foi realizada segundo a metodologia da OECD 423 e o
transplante dos tumores sdlidos Sarcoma 180 e Carcinoma de Ehrlich foram realizados de
acordo com Stock. Todos os ensaios foram realizados por via oral. No estudo fitoquimico
para o extrato metandlico das folhas constatou-se a presenca de flavonodides (quercetina e
rutina), terpenos, proantocianidinas condensadas e leucoantocianidinas. No latex, foi
encontrado terpenos (B-sitosterol e B-amirina). No ensaio de toxicidade aguda tanto para o
extrato metandlico das folhas como para o litex foram verificadas reagdes estimulantes
seguidas por reacdes depressoras sobre o Sistema Nervoso Central. Nao houve 6bitos em
nenhuma das doses testadas. A atividade antineopldsica frente ao Sarcoma 180 do extrato
metandlico das folhas apresentou uma inibicdo tumoral significativa em relacdo ao grupo
controle nas doses de 300mg/Kg e 400mg/Kg de peso do animal com um percentual de
inibi¢do de 67,7% e 68% respectivamente. J4 para o Carcinoma de Ehrlich apresentou
inibi¢do tumoral significativa para todas as doses testadas chegando a 86,8% para a dose de
300mg/Kg. Para a avaliagdo antitumoral frente ao Carcinoma de Ehrlich, apenas os animais
tratados com a maior dose do latex apresentou reducdo significativa dos tumores chegando a
um percentual de 76,9% de inibi¢do. Para o Sarcoma 180, apesar de ter apresentado uma
reducdo dos pesos médios dos tumores, o liatex ndo apresentou resultado estatisticamente
significativo. Na andlise histologica foram observadas alteragdes a nivel renal e hepatico
principalmente para os animais tratados com o latex.

Palavras-chave: Himatanthus drasticus, Janaguba, Perfil Fitoquimica, Toxicidade Aguda,
Carcinoma de Ehrlich, Sarcoma 180
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ABSTRACT

The plants contain active principles capable to cure several diseases, however, there are not
many studies that make possible a wide vision of the great diversity of the species with
therapeutical properties. Himatanthus drasticus (Janaguba) belongs to the Apocynaceae
family, it is from restricted occurrence to Brazil, it is used popularly as antitumor,
antifungal, vermifuge, antianemical and several stomachal males. It has a long employment
history in the cure of the cancer in the Northeast, however almost without report in the
literature. This study evaluated the fhytochemical profile, the acute toxicity and the
antitumor activity against Sarcoma 180 and Ehrlich Carcinoma of the latex and of the crude
methanolic extract of the leaves of Himatanthus drasticus. The material was collected in the
Araripe National Forest, Jardim City, Ceara State. It was used OECD 423 methodology for
study the acute oral toxicity and Stock methodology for antitumor activity. All the assays
had been carried by oral administration. In the phytochemical study of crude methanolic
extract from Himatanthus drasticus leaves, it was evidenced presence of flavonoids
(quercetine  and  rutine),  terpenoids,  condensed  proanthocyanidines  and
leucoanthocyanidines. In the latex, it was found terpenoids (B- sitosterol and a-amyrin). In
the assay of acute toxicity of the crude methanolic extract of the leaves as for the latex it
were verified stimulants reactions followed by depressive reactions on the Central Nervous
System. There were not deaths in none of the tested doses. It antitumor activity against
Sarcoma 180 in male Swiss albino mice, the extracted presented tumor growth inhibition of
67.7% and 68% at 300mg/Kg and 400mg/Kg of animal body weight respectively. Already
for the Ehrlich Carcinoma it presented significant tumoral inhibition for all the tested doses
arriving to 86,8% for the dose of 300mg/Kg. For the antitumor evaluation against Ehrlich
Carcinoma, just the treated animals with the largest dose of the latex presented significant
reduction of the tumors arriving to 76,9% of tumor growth inhibition. For Sarcoma 180, in
spite of having presented a reduction of the medium weights of the tumors, the latex did not
present statistical resulted significant. In the hystological analysis, alterations were observed
at renal and hepatic level mainly for the treated animals with the latex.

Word-keys: Himatanthus drasticus, Janaguba, Phytochemical profile, Acute toxicity,
Ehrlich Carcinoma, Sarcoma 180
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1. INTRODUCAO

z

A natureza € uma fonte atrativa de compostos farmacologicamente ativos que sio
candidatos ao tratamento de patologias devido a enorme diversidade quimica encontrada nas
inimeras espécies de plantas e microorganismos (ROCHA et al., 2001).

O uso de produtos naturais com finalidade terapéuticas vem desde as primeiras
civilizagdes. Apesar da grande evolugdo da medicina alopdtica a partir da segunda metade do
século XX, existem obstidculos bdsicos na sua utilizacdo pelas populagcdes carentes, que vao
desde o acesso aos centros de atendimento hospitalares a obtencdo de exames e
medicamentos. Estes motivos, associados com a facil obtencdo e a grande tradicdao do uso de
plantas medicinais, contribuem para sua utilizacdo pelas populacdes dos paises em
desenvolvimento (VEIGA-JUNIOR et al., 2005).

O nudmero de plantas medicinais estudadas sob a dptica da farmacologia e toxicologia
com o intuito de comprovar o seu uso popular e seguranca, ainda é muito pequeno. Estima-se
que das 250 a 500 mil espécies de plantas existentes no planeta, apenas um pequeno
percentual foi investigado fitoquimicamente. Da mesma forma, pouco foi estudado em termos
de propriedades bioldgicas e em muitos casos apenas o ‘“‘screening” farmacoldgico foi
realizado (PAYNE et al., 1991). Sendo assim, a elucidagdo dos componentes ativos presentes
nos vegetais, bem como de seus mecanismos de acdo, vem sendo um dos maiores desafios
para a Quimica Farmacéutica, Bioquimica e Farmacologia (GEBHART, 2000).

As plantas contém intimeros constituintes e seus extratos, quando avaliados, podem
apresentar efeitos sinérgicos entre os diferentes principios ativos devido a presenca de
compostos de classes ou estruturas diferentes contribuindo para a mesma atividade
(WATTENBERG, 1985). As principais classes de constituintes quimicos de plantas que
podem ser detectadas com a aplicagdo de testes analiticos padrdes sdo: dcidos graxos,
terpendides, esterdides, compostos fendlicos, alcaldides, cumarinas e flavondides (MATOS,
1988).

O produto natural ndo precisa ser necessariamente o melhor composto para o uso
farmacéutico (KINGSTON, 1996). Esses compostos podem servir como protétipo para o
planejamento e desenvolvimento de uma segunda geracdo de agentes com caracteristicas
melhoradas, como o aumento da eficicia e da estabilidade, a melhora das propriedades

farmacocinéticas e a diminui¢do dos efeitos colaterais (ORTHOLAND & GANESAN, 2004).
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A escolha das plantas a serem avaliadas em um estudo deve ser feita de forma
cuidadosa, observando o uso de administracdo na medicina popular, bem como os possiveis
efeitos toxicos observados. Aliado a isto, faz-se necessario o conhecimento e experiéncia da
populacdo e da cultura local ou informacdes sobre composicdo quimica, relacionada ao
género ou familia e dos possiveis compostos com atividade quimica e farmacoldgica definidas
presentes na planta em estudo (CECHINEL-FILHO & YUNES, 1998).

Atualmente a estimativa € de que cerca de 40% dos farmacos empregados na
terapéutica, sdo provenientes de fontes naturais, sendo 25% de plantas. Este percentual
aumenta ainda mais se nos restringirmos apenas aos firmacos antitumoral e antibidticos
(SHU, 1998). Das 252 drogas, consideradas bésicas pela Organizacdo Mundial de Satde
(OMS), 11% sao exclusivamente de origem natural e um nimero significante destes sdo
drogas sintéticas obtidas de precursores naturais (RATES, 2001). Estima-se, ainda, que 80%
da populacdo mundial faca uso de plantas medicinais para o tratamento de doencas (CRAGG
et al., 1997). Atualmente, as maiores industrias farmacéuticas mundiais possuem programas
de pesquisa na area de produtos naturais (CALIXTO, 2003).

O Brasil é o pais com maior diversidade genética vegetal do mundo, contando com
mais de 55.000 espécies catalogadas de um total estimado entre 350.000 e 550.000 (DIAS,
1996). Com esse grande nimero de espécies, torna-se um forte candidato ao descobrimento de
novos farmacos com agao terapéutica.

Entretanto, no Brasil, as plantas medicinais da flora nativa sdo consumidas com pouca
ou nenhuma comprovacdo de suas propriedades farmacoldgicas. Muitas vezes, sio
empregadas para fins medicinais diferentes daqueles utilizados pelos silvicolas. E as
pesquisas realizadas para avaliacio do uso seguro ainda sdo incipientes (VEIGA-JUNIOR et
al., 2005).

Diante dos fatos, em 16 de marco de 2004 a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), aprova a resolugio RDC- n® 48 que dispde sobre o registro de medicamentos
fitoterdpicos. E define fitoterdpico como medicamento obtido empregando-se exclusivamente
matérias-primas ativas vegetais, sendo caracterizado pelo conhecimento da eficicia e dos
riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidade e constincia de sua qualidade. Sua
eficdcia e seguranga é validada através de levantamentos etnofarmacolégicos de utilizagdo,
documentacdo tecnocientifica em publicacdes ou ensaios clinicos fase 3. Nao se considera
medicamento fitoterdpico aquele que, na sua composi¢do, inclua substancias ativas isoladas,

de qualquer origem, nem as associa¢des destas com extratos vegetais (BRASIL, 2004).
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No intuito de estabelecer as diretrizes para a atuagdo do governo, criou-se a Politica
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterdpicos, que foi aprovada por meio do Decreto N°
5.813, de 22 de junho de 2006, com o objetivo de garantir a populacdo brasileira o acesso
seguro e o uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos, promovendo o uso sustentavel
da biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria nacional. Essa
politica traz dentre suas diretrizes a elaboragdo da Relagdo Nacional de Plantas Medicinais e
de Fitoterdpico; e o provimento do acesso aos usudrios do Sistema Unico de Satide-SUS
(BRASIL, 2006).

Foi publicada em 10 de dezembro de 2008 a Portaria Interministerial n® 2.960, que
aprova o Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterdpicos e cria o Comité€ Nacional
que deliberard sobre o assunto. O Comité tem atribuicio de monitorar e avaliar o referido
programa e possui cardter consultivo e deliberativo. E composto por representantes do
Governo e da Sociedade Civil (BRASIL, 2008a).

Ainda em 2008, o Ministério da Sadde adotou o manual de normas técnicas da
Organizacdo mundial de Satde para ensaios clinicos com fitoterdpicos cujo titulo é:
Instrucdes operacionais: informacdes necessarias para a conducdo de ensaios clinicos com
Fitoterdpicos. Esse processo aumentaria as chances de determinar quais sdo as plantas
medicinais e os fitoterapicos que apresentam efetividade e seguranca para o uso na pratica
clinica e no tratamento de doencas (BRASIL, 2008b).

Diante de tantos exemplos de drogas obtidas de produtos naturais, hd um grande
interesse da comunidade cientifica em continuar a busca por novos medicamentos
fitoterdpicos com atividade bioldgica, tanto para servir como novas drogas utilizadas na
terap€utica como para ser uma possivel ferramenta farmacoldgica no auxilio a pesquisa pré-

clinica.
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2. REVISA® BIBLIOGRAFICA
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Familia Apocynaceae

A familia Apocynaceae compreende aproximadamente 200 géneros presentes em duas
subfamilias, Apocynoideae e Plumerioideae e 2000 espécies, distribuidas predominantemente
pelas regides tropicais e subtropicais do planeta. Sdo plantas de hébito variado, ervas,
subarbustos, arvores e trepadeiras. A maioria contém latex em laticiferos ndo-articulados,
ramificados ou nio-ramificados, e vivem tanto nos campos como nas matas. (JOLY, 2002).

Os constituintes quimicos da familia incluem glicosideos cardioativos e
cianogenéticos, saponinas, taninos, cumarinas, dcidos fendlicos, ciclitdis e triterpendides.
Constituintes da subfamilia Plumerioideae incluem uma grande variedade de alcal6ides
inddlicos, mais de 500 nos géneros Alstonia, Aspidosperma, Catharanthus, Hunteria,

Pleiocarpa, Rauvolfia, Tabernaemontana e Voacanga (EVANS, 2002).

2.1.1 Género Himatanthus

Por apresentarem caracteristicas morfologicas semelhantes Mueller Argoviensis
classificou as espécies Himatanthus e Plumeria como sindbnimos (MABBERLEY, 1997).
Woodson em 1938, em revisdo ao trabalho de Mueller, confirmou a proposta de autoria de
Willdenow, que previa a separagdo dos géneros Plumeria e Himatanthus. Examinando todas
as espécies e as referéncias bibliograficas, Plumel em 1991, confirmou a separacdo dos
géneros em questdo, fornecendo informagdes adicionais baseando-se na pesquisa de
abundante material botanico. Ainda foi possivel distinguir 13 espécies desse género, entre as
quais, vdrias espécies descritas inicialmente por Mueller Argoviensis e reclassificadas por
sinonimia por Woodson, sendo elas: Himatanthus articulatus (Vahl) Woodson, Himatanthus
attenuatus (Benth.) Woodson, Himatanthus bracteatus (A. DC.) Woodson, Himatanthus
drasticus (Mart.) Plumel, Himatanthus fallax (Mill. Arg.) Plumel, Himatanthus lancifolius
(Miill. Arg.) Woodson, Himatanthus obovatus (Mill. Arg.)Woodson, Himatanthus
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phagedaenicus (Mart.) Woodson, Himatanthus semilunatus Markgr., Himatanthus speciosus
Miill. Arg.) Plumel, Himatanthus stenophyllus Plumel, Himatanthus sucuuba (Spruce)
Woodson e Himatanthus tarapotensis (K. Schum.) Plumel.

As espécies do gé€nero Himatanthus apresentam sua distribui¢io restrita a regido
neotropical ocorrendo desde o Panama até o sudeste do Brasil, tendo como limite sul o trpico
de Capricérnio. A maioria das espécies do género, ocorre na regido amazdnica, com as demais
espécies distribuidas fora da regiio amazonica (extra-amazdnica) na costa € no centro-oeste
do Brasil. As espécies H. drasticus e H. bracteatus apresentam distribuicdo restrita ao Brasil,
ocupando respectivamente dreas de cerrado, campo rupestre, caatinga e de mata atlantica

(SPINA, 2004).

2.1.1.1 Himatanthus drasticus

Himatanthus drasticus (Figura 1) pertence a familia Apocynaceae e é de ocorréncia
exclusiva do Brasil nos Estados de Minas Gerais, Bahia, Sergipe, Alagoas, Pernambuco, Rio
Grande do Norte, Ceard, Paraiba, Piaui, Maranhdo, Pard e Roraima. E conhecida
popularmente como tiborna, jasmim-manga e raivosa em Minas Gerais e Bahia, e como
janaguba no Ceard, pau-de-leite no Piaui, joanaguba no Rio Grande do Norte (PLUMEL,
1991). Cresce em altitudes de 200-1500 metros e em vegetacdo de transi¢do entre Cerrado e
Caatinga. Floresce e frutifica praticamente o ano todo (SPINA, 2004).

No Ceard, essa espécie ocorre com maior freqiiéncia na Chapada do Araripe, extremo
sul do estado, onde ¢é explorada pela populagdo daquela localidade, cotidianamente e sem
controle (AMARO et al., 2006a).

A janaguba é uma espécie arborea que pode atingir sete metros de altura, com
folhagem densa nas extremidades dos ramos, folhas obovais, subcoridceas, brilhantes, glabras,
verde escuro, com apice arredondado a obtuso e peciolos curtos. Possui flores brancas,
aromadticas, fruto tipo foliculo, em forma de chifre medindo entre 15 e 20cm de comprimento
por 2,5cm de largura (Figura 2), e sementes aladas (Figura 3). A casca € rugosa (Figura 4) e
exsuda um latex branco bastante utilizado na medicina popular, principalmente pelos

habitantes da regido de ocorréncia (LORENZI & MATOS, 2002; MODESTO, 1997;
PLUMEL, 1991).
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Figura 1. Himatanthus drasticus (Mart.) Plumel- Apocynaceae.

Foto: Eliane Leite de Sousa (Chapada do Araripe-Jardim-CE), 2008.

Figura 2. Folhas (a), flores (b) e fruto (c) de Himatanthus drasticus (Mart.) Plumel- Apocynaceae.
Foto: Eliane Leite de Sousa (Chapada do Araripe-Jardim-CE), 2008



SOUSA, E.L. Avaliacdo da atividade antitumoral de Himatanthus drasticus (Mart) Plumel-Apocynaceae... 24

- &,
» D
.- _K- .

Figura 3. Sementes de Himatanthus drasticus (Mart.) Plumel- Apocynaceae.

Foto: Eliane Leite de Sousa (Chapada do Araripe-Jardim-CE), 2008

Figura 4. Caule de Himatanthus drasticus (Mart.) Plumel- Apocynaceae.

Foto: Eliane Leite de Sousa (Chapada do Araripe-Jardim-CE), 2008

Segundo Modesto (1997), o critério estabelecido para extragdo do latex (Figura 5) é
que a planta tenha em média 22cm de perimetro, sendo produzido um corte no floema (casca),
que varia conforme o perimetro da planta, sendo 2 cortes (um de cada lado) para aqueles
considerados finos em torno de 22cm, 3 e 4 cortes para as plantas com espessuras superior a
22cm. Em todos os casos devem ser deixadas quinas para regeneragéo da casca.

Apoés a extracdo, o latex € diluido em dgua na proporcdo de 1:10, armazenado em

recipiente de vidro para ser comercializado na regido (MODESTO, 1997).
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Figura 5. Processo de extragdo do latex: Caule antes da extracdo (a), extracdo (b) e um periodo depois (c).

Foto: Eliane Leite de Sousa (Chapada do Araripe-Jardim-CE), 2008
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2.2. Constituintes quimicos e a¢des farmacoldgicas do género Himatanthus

A identificacdo de metabdlitos vegetais de interesse terapéutico continua sendo uma
area de grande importancia para a saide humana. O melhoramento de plantas pode contribuir
para o aumento significativo da producdo de substancias que normalmente é produzida em
baixas quantidades (SIMOES et al., 2004).

Algumas espécies do género Himatanthus, vem sendo estudadas com relacdo a sua
constitui¢do quimica. Com isso, vdrias classes quimicas e algumas substancias de interesse
medicinal foram isoladas e relatadas nos idltimos anos, porém muito pouco se conhece a
respeito do potencial farmacoldgico dessas substancias.

Os metabolitos mais isolados de Himatanthus e Plumeria sido os iridéides, que sio
compostos monoterpénicos com a estrutura do nicleo do tetraidrociclopentano-pirano
(KUBLINSKI, 2000). Foram encontrados na literatura estudos a respeito das espécies a

seguir:

2.2.1 Himatanthus articulatus

E encontrada na regido do Amazonas, seu litex e casca é usado popularmente como
sifilitico. O estudo fitoquimico da casca e da folha permitiu o isolamento e identificagdo de
estigmasterol, sitosterol, cicloartenol, 3B-cinamato de a-amirina, 3f-cinamato de P-amirina,
3B-acetato de o-amirina, 3f-acetato de B-amirina, 3B-cinamato de lupeol, 3fB-acetato de
lupeol, acido ursélico, metilmioinositol, dcido 1B-O-B-D-glucopiranosilplumérico, 1B-O-B-D-

glucopiranosilplumeridio, plumericina e isoplumericina (BARRETO et al., 1998).

2.2.2 Himatanthus bracteatus

Em 1947, Lima e colaboradores estudaram essa espécie e demonstraram que o extrado
das sementes apresentaou grande inibi¢do para Sthapylococcus aureus e Escherichia coli.
Anos depois, pesquisadores do Departamento de Antibidticos (UFPE) identificaram no latex,

as substancias quimicas acetato de B-amirina e acetato de lupeol que apresentaram inibicao
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significativa para os tumores sdlidos carcinoma de Ehrlich e Sarcoma 180, porém ndo

apresentou atividade antimicrobiana (MELLO et al., 1975).

2.2.3 Himatanthus fallax

A respeito dessa espécie sé foi encontrada uma citagdo na literatura ao que relata o
isolamento dos compostos quimicos plumericina e isoplumericina as quais ja tinham sido

isolados anteriormente em outras espécies de Himatanthus (ABDEL-KADER ez al., 1997).

2.2.4 Himatanthus lancifolius

Popularmente conhecida como Agoniada e usada para o tratamento de varias doengas
de pele, tem acdo febrifuga, emenagoga, purgativa, antidlcera, antiasma, antisifilis e
principalmente como estimulante das contracdes uterinas, auxiliando na concepgdo e
regularizando a menstruacio (CORREA et al., 1998).

Uma glicosilplumeridio foi isolado de H. lancifolius (BARRETO et al., 1998).
Estudos com fragdes rica em alcaldide da casca dessa espécie, apresentaram atividade
antimicrobiana contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas (SOUZA et al., 2004).
Apresentou também alteracdes na resposta da musculatura lisa vascular e ndo vascular,
envolvendo o bloqueio da entrada de cdlcio, mudanga na utilizagdo ou mobilizagdo
(RATTMANN et al., 2005) e efeito gastroprotetor nos experimentos de inducdo de lesdo
gdstrica por etanol e redugdo de dcido géstrico induzido por ligadura pilérica (BAGGIO et al.,
2005).

Em outras pesquisas com a uleina extraida da H. lancifolius mostrou ag¢do anti-ulcera
(FINAU et al., 1996) e estimulante nas vias de producdo de 6xido nitrico através da enzima

NOS (SOUZA et al., 2007).
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2.2.5 Himatanthus obovatus

O cha das folhas de H. obovatus, também conhecida no Brasil como tiboma, Angélica,
pau-de-leite, janatiba e leiteiro. E utilizado no Norte do Brasil como depurativo, no tratamento
de pressdo alta, das manchas na pele, espinhas e coceiras. O seu latex € utilizado no
tratamento de dlceras estomacais (COELHO & Azevedo, 2000).

Foi isolado dos extratos de H. obovatus duas lignanas (pinorestinol e isolariresinol),
sendo esta a segunda descricdo de lignanas no género Himatanthus, trés nor-isoprendides
(classe de compostos ndo isolada até o momento deste género) e um iriddide. O iridéide
isolado jé havia sido isolado de H. fallax e H. phagedaenicus, mas ndo de H. obovatus e duas
misturas de terpenos ( acetato de lupeo 1+ acetato de a-amirina + acetato de B-amirina + acetil
germanicol e stigmasterol + f3-sitosterol + campestrol) (LIMA , 2005).

Em outros trabalhos H. obovatus foi testado sua atividade antiplasmadio e contra
larvas do Aedes aegypti porém ndo apresentou resultados significativos (MESQUITA er al.,
2007; OMENA et al., 2007).

2.2.6 Himatanthus phagedaenicus

E conhecida vulgarmente como leiteiro, banana de papagaio e angélica do mato. O
latex desta planta é de largo emprego na medicina popular como anti-helmintico, em afec¢des
herpéticas, tlceras, psoriase e verrugas (PIO CORREA, 1984).

Vanderlei e colaboradores (1991), identificaram a presenca de a-amirina, 3-amirina,
lupeol, B-sitosterol, plumericina, alamandina, isoplumericina, plumerideo e ainda glucosideos
e sacarose. O dcido B-dihidroplumericinico foi identificado também nesta espécie (VELOSO
et al., 1999).

Estudos farmacoldgicos anteriores demonstraram uma inibi¢do da diurese induzida por
sobrecarga hidrica em ratos, aumento da glicemia em ratos aloxano-diabéticos, aumento da
dor induzida por 4cido acético em camundongos, contragdo das preparacdes isoladas de
musculatura esquelética (frénico-diafragma de rato e reto-abdominal de sapo), além de um
efeito contrdtil acentuado na musculatura lisa intestinal de ileo isolado de cobaia
(VANDERLEI & SOUZA BRITO, 1985). A H. phagedaenicus apresentou acdo
espasmogénica em musculatura lisa de ileo (VANDERLEI & SOUZA BRITO, 1989)
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2.2.7 Himatanthus sucuuba

E uma planta conhecida na regifo norte do Brasil como sucuuba, janaguba ou sucuba.
Esta planta é amplamente utilizada na medicina popular como antitumoral, antifiingica,
vermifuga e anti-anémica (SILVA et al., 1998). E a espécie mais citada na literatura.

Os compostos quimicos mais isolados dessa planta sdo iriddides, encontrados no caule
e no latex, como fulvoplumierina, plumericina que apresentou atividade contra o carcinoma
nasofaringe epiderméide humano (PERDUE & BLOMSTER, 1978), isoplumericina, acetato
de lupeol, cinamato de a-amirina e cinamato de lupeol (SILVA et al., 1998; WOOD et
al.,2001), ao qual foram evidenciadas as atividades antiinflamatéria e analgésica (MIRANDA
et al., 2000). Na raiz também foram encontrados esses iriddides ao qual apresentou inibi¢ao
oxido de nitrico e interferon y (SOUZA et al., 2006). Os depsideos isolados da casca, dcido
confluéntico e dcido metilperlatélico, apresentaram atividade como inibidores da enzima beta
monoamino-oxidase (ENDO et al., 1994) e Amaral e colaboradores em 2007 isolaram um
novo iriddide do latex de H. sucuuba o acido 15-desmetiliplumierideo.

Com base em estudos farmacoldgicos, foram evidenciados uma baixa toxicidade
reprodutiva e teratogénica em ratas, indicando que seu consumo € seguro na espécie humana
no tratamento de gastrites e hemorréidas (GUERRA & PETERS, 1991), atividade sobre a
pressdo sanguinea; musculatura lisa; permeabilidade capilar e cicatrizantes (VILLEGAS et
al., 1997). A H. sucuuba também apresentou atividade antileishmaniose (CASTILLO et al.,
2007).

2.2.8 Himatanthus drasticus

Himatanthus drasticus, como outras espécies de Himatanthus, foram escassamente
relatadas em relag@o aos seus estudos fitoquimicos e suas atividades bioldgicas. Recentemente
foi publicado estudos com extrato da casca onde foi isolado o triterpeno cinamato de lupeol
(Figura 6). Com extrato etandlico foi realizado a atividade citotoxica com Artemia salina,
antimicrobiana e analgésica, porém ndo apresentou atividade antimicrobiana para os
microorganismos testados (COLARES et al., 2008a).

Outro trabalho com ag@o farmacoldgica dessa espécie foi, o efeito gastroprotetor do

latex através de lesdo géstrica induzida por etanol e indometacina (COLARES et al., 2008b).
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O leite da janaguba, como € chamado o latex pela populagdo local, tem uma longa
histéria de emprego na cura do cincer no Nordeste, porém, quase sem registro na literatura

(AMARO et al., 2006b), também € utilizado para o tratamento de verminoses, gastrites e

artrites.

Figura 6: Estrutura quimica do triterpeno cinamato de lupeol
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2.3 Toxicidade aguda de Plantas medicinais

O uso de uma espécie vegetal pela populacdo ndo é suficiente para validar sua
seguranga e efetividade. Os remédios elaborados a partir de plantas sdo frequentemente
indicadas ou prescritos por pessoas comuns ou mesmos religiosos em rituais e ndo menos
freqiiente o resultado ¢ a intoxicag@o que acontece logo apds a ingestdo (RATES, 2001)

A toxicidade aguda é um estudo conduzido antes que os ensaios farmacoldgicos sejam
iniciados, e representa uma avaliacdo estimativa e preliminar das propriedades toxicas de um
fitoterdpico, fornecendo informacdes acerca dos riscos sobre a saide, resultantes de uma
exposicdo de curta duracio pela via selecionada (DI STASI, 1996).

No estudo de toxicidade aguda os animais sdo tratados uma dnica vez com o produto
em teste ou, eventualmente, com doses parceladas em periodo ndo superior a 24 horas. A
avalia¢do dos resultados imediatamente apds esse periodo, permite conhecer a espécie mais
sensivel e o indice de letalidade. A manutencio de alguns animais tratados agudamente por 1
e 14 dias, permite também, verificar os efeitos tardios do tratamento e se a recuperagdo da
aciio toxica ocorre durante esse periodo de observacio dos animais sobreviventes (SIMOES et

al., 2004)

2.4 Cancer

O céncer ¢ uma das doengas que mais causam temor na sociedade, por ter se tornado
um estigma de mortalidade e dor. Na verdade, a palavra cancer de origem latina (cancer)
significando "caranguejo", originalmente referia-se aos carcinomas, que se estendem aos
tecidos adjacentes como pernas de um caranguejo, mas hoje em dia, também ¢ aplicado as
demais neoplasias (OS()RIO et al.,2001).

Atualmente, a definicdo de céncer refere-se ao termo neoplasia, especificamente aos
tumores malignos, como sendo uma doenga caracterizada pelo crescimento descontrolado de
células transformadas. Existem quase 200 tipos de cénceres, correspondendo aos varios
sistemas e células do corpo, os quais se diferenciam pela capacidade de invadirem tecidos e

orgaos, proximos ou distantes de onde se originaram (ALMEIDA et al., 2005).
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O céncer surge de alteragdes cumulativas no material genético (DNA) de células
normais que sofrem transformagdes até se tornarem malignas. Todos os processos desde a
iniciacdo tumoral, transformacao, invasdo até metastase ocorrem em multiplas etapas e podem
envolver dezenas, até centenas de genes, por meio de mutagdes intragénicas, quebras e perdas
cromossOmicas, amplificacdes génicas, instabilidades gendmicas e mecanismos epigenéticos
(como metilagdo e acetilagdo). Em tecidos normais, as taxas celular estdo em equilibrio. No
cancer, esse equilibrio ¢ rompido por perda no controle de crescimento celular e/ou dos
mecanismos de apoptose. Os pronto-oncogeneses € 0s genes supressores de tumor
desempenham um papel fundamental no controle do ciclo celular, por meio de uma rede de
interagGes protéicas complexas estimulatdrias e inibitérias (GUIMARAES, 2006).

O aumento crescente da incidéncia do cancer, segundo estatisticas apresentadas em
todo mundo, € conseqiiéncia do aumento demogréfico, da longevidade e, provavelmente, da
entrada de novos fatores cancerigenos causais ou casuais, cuja natureza é pouco conhecida. A
incidéncia, a distribuicdo geogrifica e o comportamento dos diversos tipos de canceres estdo
relacionados a multiplos fatores, como idade, sexo raga, predisposi¢do genética e exposicdo a
carcindgenos ambientais (GOMES, 2003).

Como as condi¢des associadas ao risco de cancer sdo mais prevalentes em populacdes
urbanas de regides industrializadas, € comum se pensar que o cincer ¢ uma doenga do
desenvolvimento. No entanto, € justamente nos paises em desenvolvimento que se verifica um
grande aumento na incidéncia e na mortalidade. Cerca de 50% do total de dbitos e mais 60%
dos novos casos ocorrem nestes paises. Estima-se que em 2020 ocorram 15 milhdes de casos
novos para essa patologia (INCA, 2006).

A incidéncia do cancer no Brasil ocorre de forma crescente, como em todo o mundo,
num ritmo que acompanha o envelhecimento populacional decorrente do aumento da
expectativa de vida. O SUS registrou 423 mil internagdes por neoplasias malignas em 2005,
além de 1,6 milhdes de consultas ambulatoriais em oncologia (INCA, 2006). Até novembro
de 2008 ja tinham sido registrados em torno de 498 mil internacdes por neoplasias
(DATASUS, 2009).

Além da cirurgia, radioterapia e tratamento "bioldgico ", a quimioterapia ainda é os

meios mais efetivos para melhorar a qualidade de vida dos pacientes e prolongar a sobrevida

(WANG et al., 2008).
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2.4.1 Cancerologia experimental

Animais de laboratério representam um poderoso sistema experimental para a
compreensdo da intricada patogénese do cincer em seres humanos. A maioria dos conceitos
de tumorigénese atualmente aceitos ¢é fortemente influenciada por modelos de
desenvolvimento do cancer em camundongos, uma vez que esses organismos sdo modelos
acessiveis e possuem sistemas, 6rgaos e genes semelhantes aos humanos (KAMB, 2005).

A regressdo total de tumores nos animais, a redugdo no crescimento dos tumores
sensiveis ao composto e/ou ao aumento da expectativa de vida durante o tratamento,
comparado com os animais ndo tratados sdo fatores diretamente relacionados a atividade
antitumoral. Schabel e colaboradores, em 1977, demonstraram que o melhor resultado desses
fatores depende do procedimento do tratamento, que deverd ser iniciando até 48h apds o
transplante. Neste periodo, as células tumorais j4 teriam dado inicio a formac¢do do nddulo

tumoral.

2.4.1.1 Carcinoma de Ehrlich

O tumor de Ehrlich foi desenvolvido por Paul Ehrlich em 1896 e descrito em 1906
como um adenocarcinoma espontineo de glindula mamdria origindrio de camundongos
fémeas. Inicialmente, o tumor foi desenvolvido experimentalmente sob a forma sélida, sendo
transplantado em animais da mesma espécie. Somente em 1932 o tumor foi convertido para a
forma ascitica (DAGLI, 1989). O tumor desenvolve-se na forma solida desde que seja
inoculado por via subcutinea ou intramuscular em camundongos (MATSUZAKI et al., 2003)

A forma sélida do tumor de Ehrlich apresenta na sua histologia extensas dreas de
necrose. Estas sdo oriundas da morte das células neopldsicas. Intensa atipia e células
extremamente anapldsicas sdo também comumente verificadas no tumor. O mesmo possui
poucas células inflamatérias e estroma escasso. Alto indice mitético e de invasividade
caracterizam essa neoplasia (GABALI et al., 1995; DAGLI, 1989). O tecido tumoral ao exame
macroscOpico, apresenta-se como uma massa de consisténcia borrachdide, superficie lisa,

formato irregular. Ao se incisar a massa tumoral hd a presenca de pontos avermelhados e
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areas esbranquigadas, que sdo, respectivamente, pontos hemorragicos e areas de necrose. Ha
ao redor da massa tumoral uma pseudocdpsula, o que justifica seus limites bem definidos

quando da visualizagdo da mesma durante o procedimento cirtrgicos (DAGLI, 1989)..

2.4.1.2 Sarcoma 180

O Sarcoma 180 foi inicialmente identificado no Croker Laboratory (Universidade da
Columbia, Nova Iorque) em 1914. E um tumor de natureza sélida, que foi inicialmente
classificado como carcinoma mamadrio, por surgir espontaneamente na regido axilar de
camundongos. Em 1919, apés muitos transplantes subcutianeos, assumiu a forma sarcomatosa
e manteve-se sem alteracOes até os dias atuais. A forma sélida caracteriza-se por ter um
rapido crescimento, atingindo uma média de 18 x 14 x 10mm por volta de sete dias apds o
transplante. Pode causar metdstase para os pulmdes o que pode ocorrer quando os tumores
estdo com mais de quatro semanas de evolu¢do (SCHABEL et al., 1977).

Estudos de microscopia eletronica mostraram contatos intercelulares caracteristicos de
células de origem epitelial, indicando ser esta neoplasia um carcinoma. No entanto, outros
estudos demonstraram que suas células ndo produzem laminina, o que ndo permite sua
caracterizacdo como de origem epitelial. Suas células s@o de facil obtencdo, sendo utilizadas
em vdrios centros de pesquisa e, apds a inoculag@o o tumor desenvolve-se em 90 a 100% dos

casos (BUCCHI, 2002).
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2.5 Produtos Naturais e a Terapia Anticancer

Um importante avango no tratamento do cancer foi a descoberta de drogas a partir de
plantas medicinais. Muitas das novas aplicagdes clinicas de metabdlitos secundérios oriundos
de plantas e seus derivados tém sido direcionadas para o combate ao cancer (NEWMAN et
al., 2003; BUTLER, 2004).

Desde 1955, o Instituto Nacional do Cancer (NCI) dos Estados Unidos, vem
realizando triagens pré-clinicas de compostos e materiais, que incluem extratos de origem
natural. Mais de 400.000 compostos, de origem sintética e natural foram testados para avaliar
atividade anticancer, incluindo 180.000 derivados de microrganismos e 114.000 extratos
vegetais. Entre os anos de 1990 e 1996, aproximadamente, vinte agentes anticancer, os quais
incluem produtos naturais puros ou modificagdes semi-sintéticas de material natural, foram
aprovados para o mercado (MUKHERIJEE et al., 2001).

Dentre as drogas antitumorais disponiveis entre 1940 e 2002, 40 % foram produtos
naturais ou derivados de produtos naturais e outros 8 % foram substancias sintéticas
inspiradas em moléculas naturais (NEWMAN et al., 2003).

Ap6s a descoberta e o sucesso do paclitaxel (Taxol®) (Figura 7a), isolado da Taxus
brevifolia por Wani e colaboradores (1971), a busca de novos produtos naturais, com
atividade anticancer por mecanismos de acdo similar ao deste farmaco ou por outras vias de
acdo, recebeu atengdo especial por parte de diferentes grupos de pesquisa. Isso pode ser
confirmado pelo nimero de promissores compostos naturais isolados de diferentes fontes
(MAGALHAES, 2005). Nesse seguimento a fim de buscar firmacos mais especificos Potier e
colaboradores, do Centre National de la Recherche Scientifique (CNRS), em Gif-sur-Yvette
Franca, descobriram, em 1986, o docetaxel(Taxotere®) (Figura 7b) que €, em alguns casos,
1,6 vezes mais ativo que o taxol (RINGEL & HORWITZ, 1991)

Outras alternativas para a terapia anticincer tem sido encontrado no oceano e nos
microorganismos uma vasta fonte de compostos com importante potencial terapéutico.
Exemplos de drogas obtidas de microorganismos que ja foram aprovadas para uso clinico séo:
actinomicina, bleomicina, daunorrubicina, doxorrubicina, epirrubicina, idarrubicina,

mitomicina C e estreptozocina (ROCHA et al., 2001).
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O Brasil € uma rica fonte de plantas medicinais, € um grande nimero sdo usados na
medicina popular, ao qual apenas alguns foram investigados cientificamente. Muitas delas
tém seu uso bastante difundido entre a populacdo como € o caso da Janaguba, que € utilizada

principalmente para o cancer entre outras enfermidades, porém sem comprovacao cientifica.
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Figura 7. Estruturas quimicas do Placlitaxel (a) e do docetaxel (b)
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3. 6BIETIVES
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a atividade antitumoral do extrato metandlico das folhas e do litex de
Himatanthus drasticus frente aos tumores Sarcoma 180 e Carcinoma de Ehrlich, identificados

com andlises histopatoldgica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e (Classificar botanicamente o vegetal;

e Avaliar o perfil fitoquimico das folhas e do latex de Himatanthus drasticus;

e Avaliar a toxicidade aguda do extrato metandlico das folhas de Himatanthus
drasticus;

e Avaliar a toxicidade aguda do latex de Himatanthus drasticus;

® Analisar a atividade antineopldsica do extrato metandlico das folhas Himatanthus
drasticus frente aos tumores Sarcoma-180 e Carcinoma de Ehrlich ;

e Analisar a atividade antineopldsica do latex de Himatanthus drasticus frente aos
tumores Sarcoma-180 e Carcinoma de Ehrlich ;

e Avaliar os efeitos antitumorais do extrato metandlico das folhas e do latex de

Himatanthus drasticus através de andlise quantitativa e histopatoldgica.
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4. BRYTIGS I

Artigo submetido a Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas.
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4. ARTIGO I

ATIVIDADE ANTITUMORAL DO EXTRATO METANOLICO DAS FOLHAS DE
Himatanthus drasticus (MART.) PLUMEL.-APOCYNACEAE (JANAGUBA) FRENTE
AO MODELO EXPERIMENTAL DO SARCOMA 180

Eliane Leite de Sousa, Ana Ruth Sampaio Grangeirol, Isla Vanessa Gomes Alves
Bastosl, Guilherme Carvalho Ribeiro Rodriguesl, Maria Joselice e Silval, Cicero Ernandes

Leite de Sousaz, Ivone Antonia de Souza®

1- Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal de Pernambuco — UFPE
2-Departamento de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Regional do Cariri-URCA
3-Departamento de Antibidticos, Laboratério de Farmacologia e Cancerologia

Experimental, Universidade Federal de Pernambuco-UFPE

RESUMO

Himatanthus drasticus conhecida popularmente como janaguba, tem uma longa histéria de
emprego na cura do cancer no nordeste brasileiro, porém quase sem registro na literatura. O
objetivo desse trabalho foi investigar a atividade antitumoral do extrato bruto metandlico das
folhas de Himatanthus drasticus frente ao modelo experimental do sarcoma 180 e avaliar sua
toxicidade aguda. A determinagdo da toxicidade aguda foi realizada segundo a metodologia
da OECD 423 e o transplante do tumor sélido de sarcoma 180 foi realizado seguindo a
metodologia de Stock. O extrato apresentou baixa toxicidade nas doses testadas (50, 300 e
2000mg/Kg) por via oral. A atividade antineoplasica em camundondos albinos Swiss machos
(Mus musculos) apresentou uma inibi¢do tumoral significativa em relacdo ao grupo controle
nas doses de 300mg/Kg e 400mg/Kg de peso do animal com um percentual de inibi¢dao de
67,7% e 68% respectivamente.

Unitermos: Himatanthus drasticus, Janaguba, Sarcoma 180, Toxicidade aguda.
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ANTITUMORAL ACTIVITY OF THE LEAVES OF Himatanthus drasticus (MART.)
PLUMEL-APOCYNACEAE (JANAGUBA) AGAINST SARCOMA 180 MODEL

ABSTRACT

Himatanthus drasticus, known as janaguba, is used popularly in Brazilian Northeast for treat
the cancer, but there is no report about this. In the present study we have investigated for the
first time, the antitumoral activity of crude methanolic extract from Himatanthus drasticus
leaves against tumor Sarcoma 180 and its acute oral toxicity. It was used OECD 423
methodology for study the acute oral toxicity and Stock methodology for antitumor activity.
The crude extract presented low toxicity in the tested doses (50, 300 and 2000mg/Kg) for oral
administration. It also presented activity against tumor Sarcoma 180 in male Swiss albino
mice with tumor growth inhibition of 67.7% and 68% at 300mg/Kg and 400mg/Kg
respectively.

Uniterms: Himatanthus drasticus, Janaguba, Sarcoma 180, Acute toxicity.

4.1 INTRODUCAO

O cancer é uma das doencas que mais causam temor na sociedade, por ter se tornado
um estigma de mortalidade e dor (OSORIO et al., 2001).

Um grande ndmero de produtos naturais tem sido estudado quanto a sua atividade
antitumoral, em vérios modelos experimentais. Isto resultou no surgimento de vérias drogas
anticancer efetivas (RAMAKRISHNA et al., 1984). Os agentes anticancer atualmente em uso
incluem um grade nimero de moléculas retiradas de vegetais. Entre estas se encontram os
alcaléides da vinca: vimblastina e vincristina, obtidos da Catharanthus roseus (ALMEIDA et
al., 2005); o paclitaxel, diterpendide retirado de Taxus brevifolia (SOUZA, 2004); o alcaldide
camptotecina, da arvore ornamental chinesa Camptotheca acuminata (SILVA et al., 2003), e
muitos outros.

O género Himatanthus, pertencente a familia Apocynaceae, € uma espécie arbdrea que
cresce até 7m de altura, com folhagem densa nas extremidades dos ramos. Sua distribui¢io
geogrifica vai desde o sudeste do Brasil até a Guiana Francesa, Suriname e Guiana
(PLUMEL, 1991). No Ceara (Brasil), a espécie mais encontrada é a H. drasticus e ocorre com
maior freqiiéncia na Chapada do Araripe, extremo sul do estado. E conhecida popularmente
neste estado como janaguba. Sua casca € rugosa e exsuda um ldtex branco bastante utilizado
na medicina popular (AMARO et al., 2006a).

A janaguba tem uma longa histéria de emprego na “cura” do cancer no Nordeste do
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Brasil, porém quase sem registro na literatura (AMARO et al., 2006b).

Colares e colaboradores (2008) isolaram e identificaram do extrato etandlico da casca
o triterpeno lupeol cinamato que provavelmente € uma substincia com perspectiva de
apresentar atividade antitumoral. Em outras espécies do género como H. sucuuba foi isolado o
iridéide fulvoplumierina que apresentou atividade contra o carcinoma nasofaringe
epiderméide humano (PERDUE & BLOMSTER, 1978).

Entretanto, alguns vegetais, embora muito utilizados, apresentam reacdes consideradas
nocivas em organismos vivos. A avaliagdo quanto a toxicidade das plantas é fundamental e
deve-se considerar que as plantas ndo t€ém somente o efeito terapéutico esperado, mas sofrem
biotransformagdo e seus produtos podem ser toxicos a ponto de causar danos a sadde
(HILARY et al., 2005).

Baseado neste principio, o objetivo desse trabalho foi investigar a atividade
antitumoral do extrato bruto metandlico das folhas de Himatanthus drasticus frente ao modelo

experimental do Sarcoma 180 e avaliar sua toxicidade aguda.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Material Botéanico

As folhas de Janaguba foram coletadas em dezembro de 2007, na Chapada do Araripe,
municipio de Jardim (Ceard). A exsicata da espécie vegetal foi identificada pela botanica Dr*.
Marlene Barbosa, e depositada no herbario Geraldo Mariz da Universidade Federal de

Pernambuco (UFPE), sob nimero 48.961.

4.2.2 Obtencao do Extrato

Foram utilizadas as folhas de Himatanthus drasticus para a formulagdo do extrato. A
secagem foi realizada a temperatura ambiente em local seco e arejado por aproximadamente
sete dias. Realizou-se trés extracdes a frio, do material triturado em metanol submetido a
agitacdo continua (48 horas para cada extragcdo). Estes extratos foram filtrados e evaporados a

vacuo para fornecer o material bruto concentrado com rendimento de 20,12%.

4.2.3 Animais
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Foram utilizados camundongos albinos Swiss machos (Mus musculus), com
aproximadamente 60 dias de nascidos e peso entre 25 e 35g. Os animais foram mantidos em
gaiolas de polipropileno, em condi¢des controladas de iluminagdo (ciclo 12 horas
claro/escuro), temperatura (22 + 2°) e receberam dgua e racdo ad libitum. O manuseio dos
animais durante o experimento foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagio

Animal (CEEA) da UFPE (Processo nimero 23076.03566/2008-71).

4.2.4 Toxicidade Aguda

A determinacdo da toxicidade aguda foi realizada segundo a metodologia da
Organizagao para Cooperacdo Econdmica e Desenvolvimento (OECD 423). Os animais foram
divididos em grupos de trés. Permaneceram sem alimento por um periodo de 8 horas antes do
experimento, recebendo dgua ad libitum.

O extrato da folha de Himatanthus drasticus foi administrado em tunica dose por
gavagem. As dosagens utilizadas foram de acordo com a OECD em trés concentragdes fixas,
50, 300 e 2000 mg/kg. Os animais foram observados individualmente, depois da
administracdo do extrato, durante os primeiros 30 minutos, periodicamente durante as
primeiras 24 horas, com atencdo especial para as primeiras 4 horas, e diariamente durante 14
dias. Todas as observacdes foram registradas individualmente para cada animal e apds os 14

dias o ensaio foi repetido.

4.2.5 Atividade Antitumoral

O transplante do tumor sélido de Sarcoma 180 foi realizado seguindo a metodologia
de Stock et al., (1955) modificada. O tratamento teve inicio 48 horas apods o transplante dos
tumores. Os animais foram divididos em grupos (n=5) e subdivididos em grupo padrio
(ciclofosfamida, CTX, 10 mg/kg), grupo controle (solucdo salina 0,9%) e os grupos tratados I,
IT e IIT que receberam o extrato metandlico da janaguba, nas doses de 200, 300 e 400 mg/Kg
respectivamente. Todas as substancias foram administradas por via oral durante sete dias. No
oitavo dia os animais foram sacrificados e os tumores retirados, dissecados, pesados e em
seguida calculada a diferenca entre os grupos tratados e controle para se obter o indice de
inibi¢do tumoral de acordo com a férmula abaixo (MACHON et al., 1981).

TWI% =C - T x 100
C

Onde:
TWI% = % de inibi¢do tumoral
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C = Média dos pesos dos tumores dos animais do grupo controle

T = Média dos pesos dos tumores dos animais do grupo tratado

4.2.6 Analise estatistica
Os resultados foram expressos como média + erro padrdo (e.p.m.). As diferencas entre
grupos foram analisadas através da andlise de varidncia (ANOVA), seguida pelo teste “r” de

Student. O nivel de significincia para rejeicao da hipétese de nulidade foi sempre < 0,05.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

No estudo de toxicidade aguda os animais s@o tratados uma tnica vez com o extrato
em teste por um periodo aproximadamente de 24 horas (SIMOES, 2003).

A administracdo por via oral do extrato metandlico das folhas de H. drasticus nas
doses, 50 e 300mg ndo apresentaram nenhuma alteragdo comportamental nos animais nos
primeiros 30 minutos observados. E ao final dos 14 dias de observa¢des permaneceram sem
alteragdes.

Na dose de 2000mg nos primeiros 15 minutos de observagdes os animais apresentaram
reacOes excitatorias e estimulantes, tais como: exoftalmia, agitagdo, movimentos de vibrissias,
estereotipados e circulares, além de aumento da freqiiéncia respiratéria, postura em garra,
edema de focinho, irritabilidade e reacdo de fuga. Apés esse periodo, reagdes depressoras tais
como abaixamento do trem posterior e prostracdo tornaram-se mais evidentes, resultados
mostrados na tabela 01. Ao final dos 14 dias ndo foi observado nenhum &bito e nem
mudangas comportamentais. As reagdes de excitabilidade seguida por depressiva, sugerem a
reducdo da quantidade de neurotransmissores estimulantes liberados durante a fase excitatdria
(FAIL et al., 2005).

Com os resultados obtidos e de acordo com as normas estabelecidas pela OECD 423,
o extrato metandlico de H. drasticus apresentou baixa toxicidade por via oral.

Animais de laboratério representam um poderoso sistema experimental para a
compreensdo da intricada patogénese do cincer em seres humanos. A maioria dos conceitos

de tumorigénese atualmente aceitos ¢é fortemente influenciada por modelos de
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desenvolvimento do cancer em camundongos, uma vez que esses organismos sdo modelos
acessiveis e possuem sistemas, 6rgaos e genes semelhantes aos nossos (KAMB, 2005).

O Sarcoma 180 é um tumor original de camundongo e uma das linhagens celulares
mais freqiientemente usadas na pesquisa de atividade antitumoral in vivo (LEE et al., 2003;
MAGALHAES et al., 2006).

A atividade antineopldsica do extrato metandlico das folhas de H. drasticus foi testada
por via oral no modelo experimental Sarcoma 180. A figura 1 mostra as médias do peso dos
tumores em gramas para os grupos controle, padrdo (Ciclofosfamida, 10 mg/Kg), tratado I
(200 mg/Kg), tratado II (300 mg/Kg) e tratado III (400 mg/Kg). O padrdao apresentou uma
inibi¢do tumoral significativa de 70,4% em relagcdo ao controle. Os grupos tratados também
apresentaram uma diminui¢do na média dos pesos dos tumores em relacdo ao grupo controle,
porém as doses de 300 mg/Kg e 400 mg/Kg foram significativas apresentando um percentual
de inibi¢do de 67,7% e 68% respectivamente. Na menor dose analisada, 200 mg/Kg, o
percentual de inibicdo tumoral foi apenas de 32,8%.

A andlise macroscopica dos animais do grupo controle apresentou ascite hemorragica,
tumor solido, invasivo, aderido as costelas e a epiderme, e bem vascularizado. Ja os tratados,
apenas a menor dose (200 mg/Kg) apresentou ascite, o tumor também mostrou-se sdélido,
invasivo, aderido a epiderme e bem vascularizado. Os grupos tratados nas doses de 300mg/Kg
e 400mg/Kg apresentaram tumores s6lidos bem delimitado e com vascularizacio menor que
o controle.

Nao foram encontrados na literatura estudos com avaliagdo de acdo antitumoral,
referente a espécie H. drasticus. O mecanismo pelo qual a janaguba apresentou atividade
antitumoral ndo foi possivel elucidar. Devido o género Himatanthus apresentar
principalmente iridéide e triterpenos em sua constituicdo, provavelmente uma dessas
substancias seria responsavel pela atividade. Estudos mais detalhados estdo sendo realizados a
fim de esclarecer a atividade antitumoral nas folhas H. drasticus, assim como novas vias de

administracdo.

4.4 CONCLUSAO
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De acordo com os resultados obtidos, podemos concluir que o extrato metandlico das
folhas de H. drasticus possui baixa toxicidade por via oral e significativa atividade
antitumoral nas doses testadas. Com um percentual de inibi¢do do crescimento tumoral de
67% e 68% nas doses de 300 mg/Kg e 400 mg/Kg de peso em camundongos albinos Swiss
machos (Mus musculus) respectivamenete. Porém, andlise mais detalhada € necessdria para

elucidar essa atividade.
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Figura 1: Efeitos dos extratos de H. drasticus frente ao Sarcoma 180. Média dos pesos dos tumores. *P < 0,05
comparado os grupos tratados com o controle que recebeu apenas solugdo salina a 0,9%. Teste “t” de Student (n

= 5/grupo).
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Tabela 1 — Efeitos toxicoldgicos provocados pelas doses do extrato metandlico da folhas de

H. drasticus administrados em camundongos machos albinos Swiss (Mus musculus). Dados

obtidos durante os primeiros 30 minutos apds administragdo do extrato.

EFEITOS DOSES
(mg/Kg)
50 300 2000
ESTIMULANTES
Taquicardia - - -
Taquipnéia - - +
Piloerecao - - + 4+
Agitacdo - - +
Exoftalmia - - +
Movimentos Estereotipados - - +++
Movimentos circulares - - ++
Movimentos de vibrissas - - +
Ondulagdo de cauda - - +
Tremores finos/grosseiros - - -
Postura de ataque - - +
Levantamento dos membros posteriores - - -
Convulsio focal - - -
Reacdo de fuga - - +++
DEPRESSORES
Abaixamento dos membros posteriores - - +
Apnéia - - -
Alteracdo de marcha - - -
Sonoléncia - - -
Prostragdo - - ++
OUTROS

Excrecdo fecal - - +
Diurese - - +
Contor¢des abdominais - - -
Petéquias - - +
Edema de focinho - - ++
Cianose - - -
Fotofobia - - -
Refluxo - - -

(- ) sem efeito; ( + ) efeito leve; ( ++) efeito moderado; (+++) efeito acentuado.
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5. BRYIGO Il
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RESUMO

Himatanthus drasticus (Apocynaceae) € conhecida como janaguba tem sido utilizada
popularmente para o tratamento de cancer. O presente estudo avaliou a triagem fitoquimica e
a atividade antitumoral do extrato bruto metandlico das folhas de Himatanthus drasticus
frente ao modelo experimental Carcinoma de Ehrlich. Foram utilizados camundongos albinos
Swiss (Mus musculus) machos tratados por via oral nas doses de 200, 300, e 400 mg/Kg de
peso do animal. Apds o oitavo dia de tratamento, os animais foram sacrificados, os tumores
pesados e realizado o exame histopatolégico dos 6érgdos. No estudo fitoquimico, o extrato
metandlico das folhas mostrou a presenca de flavondides (quercetina e rutina), terpenos,
proantocianidinas condensadas e leucoantocianidinas. A atividade antineoplésica apresentou
inibi¢do tumoral significativa para todas as doses testadas chegando a 86,8% para a dose de
300mg/Kg. A avaliag@o histopatoldgica demonstrou alteragdo nos tecidos hepdtico e renal,
quando comparados com os animais do grupo controle.

Unitermos: Himatanthus drasticus, Janaguba, Carcinoma de Ehrlich, Perfil fitoquimico
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EFFECT OF THE METHANOLIC EXTRACT OF THE LEAVES Himatanthus
drasticus (Mart.) Plumel.-Apocynaceae (JANAGUBA) AGAINST TO EHRLICH
CARCINOMA MODEL

ABSTRACT

Himatanthus drasticus (Apocynaceae) is known popularly as Janaguba has been used in the
treatment of cancer popularly. The present study evaluated the screen phytochemical and the
antitumor activity of crude methanolic extract from Himatanthus drasticus leaves against to
Ehrlich Carcinoma experimental model. Males Swiss Albino mice (Mus musculus) were used
and treated orally in the doses of 200, 300, and 400 mg/Kg of animal body weight. After the
eighth day of treatment, the animals were sacrificed, the tumors weighted and carried the
hystopathological examination of the organs. In the phytochemical study, the methanolic
extract of the leaves showed the presence of flavonoids (quercetine and rutine), terpenoids,
condensed proanthocyanidines and leucoanthocyanidines. The antitumor activity presented
significant tumoral inhibition for all the tested doses arriving to 86,8% for the dose of
300mg/Kg. The hystopatological evaluation demonstrated alterations in the hepatic and renal
level, when compared with the animals of the controlled groups.

Key words: Himatanthus drasticus, Janaguba, Ehrlich Carcinoma, Phytochemical profile

5.1 INTRODUCAO

Plantas tém sido usadas por muito tempo no tratamento de cincer (HARTWELL,
1982). A importéancia dos produtos naturais € particularmente evidente nas dreas de oncologia
e doengas infecciosas, onde 60% e 75% das drogas, respectivamente, sdo de origem natural
(NEWMAN et al., 2003).

O isolamento dos alcaldides da vinca, vimblastina e vincristina do Catharanthus
roseus G. Don. (Apocynaceae), introduziu uma nova era no uso de produtos naturais como
agentes antineopldsicos. Eles foram os primeiros farmacos de origem natural utilizados na
clinica para o tratamento dessa patologia. A descoberta do paclitaxel da casca da Taxus
brevifolia Nutt. (Taxaceae) € outra evidéncia do sucesso da descoberta de drogas a partir de
produtos naturais (CRAGG & NEWMAN, 2005).

As espécies do género Himatanthus, pertencente a familia Apocynaceae, apresentam
sua distribui¢do restrita na regido Neotropical ocorrendo desde o Panama até a Regido sudeste
do Brasil, tendo como limite sul o tropico de Capricornio. A espécie Himatanthus drasticus

apresenta distribuicdo restrita ao Brasil (SPINA, 2004). No Ceard, essa espécie ocorre com
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maior freqiiéncia na Chapada do Araripe, extremo sul do estado, onde é explorada pela
populacdo daquela localidade, cotidianamente e sem controle (AMARO et al., 2006).

Himatanthus drasticus, é conhecida popularmente como janaguba, € uma espécie
arborea que pode atingir até sete metros de altura, com folhagem densa nas extremidades dos
ramos. Sua casca € rugosa e exsuda um latex branco bastante utilizado na medicina popular
(AMARO et al., 2006).

Em trabalhos anteriores realizados com outras espécies de Himatanthus foi possivel
registrar o isolamento de compostos. Na espécie Himatanthus sucuuba foi encontrado, no
caule e no litex, fulvoplumierina e plumericina (PERDUE & BLOMSTER, 1978),
isoplumericina, acetato de lupeol, cinamato de a-amirina e cinamato de lupeol (SILVA et al.,
1998; WOOD et al., 2001). Na H. phageadaenicus foi isolado e identificado uma mistura de
a-amirina, [-amirina, lupeol, [-sitosterol, plumericina, alamandina, isoplumericina,
plumerideo e ainda glucosideos e sacarose e o dcido B-dihidroplumericinico (VANDERLEI et
al., 1991, VELOSO et al., 1999). Na H. articulata, acetato e cinamato de o- e B-amirina. Uma
glicosilplumierideo também foi isolado de H. lancifolius (BARRETO et al., 1998).

Estudos prévios com as espécies de Himatanthus demonstraram atividade
farmacolégica contra o carcinoma nasofaringe epidermdéide humano (PERDUE &
BLOMSTER, 1978); espasmogénica em musculatura lisa de ileo (VANDERLEI & BRITO,
1989); inibicdo da enzima beta monoamino-oxidase (ENDO et al., 1994); antiinflamatdria e
analgésica (MIRANDA er al., 2000); antimicrobiana (SOUZA et al., 2004); efeito
gastroprotetor (BAGGIO et al., 2005) e atividade antileishmaniose (CASTILLO et al., 2005).

Afim de buscar novas alternativas para o tratamento do cancer, o presente trabalho
teve como objetivo realizar a triagem fitoquimica, e investigar atividade antitumoral do
extrato metandlico das folhas de Himatanthus drasticus frente ao Carcinoma de Ehrlich,

identificados com anélise histopatoldgica.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Material Botanico
As folhas de Janaguba foram coletadas em dezembro de 2007, na Chapada do Araripe,

municipio de Jardim (Ceard). A exsicata da espécie vegetal foi identificada pela botanica Dr*.
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Marlene Barbosa, e depositada no herbario Geraldo Mariz da Universidade Federal de

Pernambuco (UFPE), sob nimero 48.961.

5.2.2 Obtencao do Extrato

Foram utilizadas as folhas de Himatanthus drasticus para a formulacio do extrato. A
secagem foi realizada a temperatura ambiente em local seco e arejado por aproximadamente
sete dias. Realizou-se trés extracdes a frio, do material triturado em metanol, submetido a
agitacdo continua (48 horas para cada extragcdo). Estes extratos foram filtrados e evaporados a

vacuo para fornecer o material bruto concentrado com rendimento de 20,12%.

5.2.3 Animais

Foram utilizados camundongos albinos Swiss machos (Mus musculus), com
aproximadamente 60 dias de nascidos e peso entre 25 e 35g. Os animais foram mantidos em
gaiolas de polipropileno, em condi¢des controladas de iluminagdo (ciclo 12 horas
claro/escuro), temperatura (22 + 2°) e receberam agua e racdo ad libitum. O manuseio dos
animais durante o experimento foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio

Animal (CEEA) da UFPE (Processo nimero 23076.03566/2008-71).

5.2.4 Perfil Fitoquimico

O extrato metandlico das folhas da janaguba em metanol foi analisado por
cromatografia em camada delgada (placas de silica — MERCK- Alemanha, 105551),
empregando-se diversas fases moveis, reveladores adequados a caracterizacdo dos diversos

grupos e padrdes cromatograficos (Quadro 1).

5.2.5 Atividade Antitumoral

No experimento realizado foram utilizadas células tumorais da linhagem Carcinoma
de Ehrlich (forma sélida). Os fragmentos tumorais inicialmente foram retirados de animais
doadores e implantado fragmentos com cerca de 3mm de didmetro na regido axilar direita dos
animais receptores (STOCK et al., 1955). Ap6és 48h do transplante dos tumores, iniciou-se o
tratamento dos grupos, por um periodo de sete dias. Os animais foram divididos em grupos
(n=5) e subdivididos em grupo padrdo (Ciclofosfamida, CTX, 10 mg/kg), grupo controle
(soluc@o salina 0,9%) e os grupos tratados I, II e III que receberam o extrato metandlico da
janaguba, nas doses de 200, 300 e 400 mg/Kg de peso respectivamente. Todas as substancias

foram administradas por via oral durante sete dias. No oitavo dia os animais foram
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sacrificados e os tumores retirados, dissecados, pesados e em seguida calculada a diferenca
entre os grupos tratados e controle para se obter o indice de inibi¢cdo tumoral de acordo com a
férmula abaixo.

TWI% =C - T x 100

C

Onde:
TWI% = % de inibi¢do tumoral
C = Média dos pesos dos tumores dos animais do grupo controle

T = Média dos pesos dos tumores dos animais do grupo tratado

5.2.6 Estudo Histolégico

Ap6s extirpacdo dos tumores, procedeu-se a necropsia, para avaliacdo da morfologia
externa dos drgdos. Os 6rgdos retirados para exame foram: figado, rins e bago, para avaliagio
macroscopica e posterior fixagdo em formaldeido a 10%, em solucdo tampao neutra. Apds
24h de fixag@o das amostras, as pecas foram lavadas e processadas para inclusdo em parafina,
em seguida cortadas com 7um de espessura, e coradas segundo a técnica de Hematoxilina-

Eosina, para serem posteriormente observadas em microscopia Optica.

5.2.7 Anilise Estatistica
Os resultados foram expressos como média + erro padrio (e.p.m.). As diferencas entre
grupos foram analisadas através da andlise de varidncia (ANOVA), seguida pelo teste “7” de

Student. O nivel de significincia para rejeicao da hipétese de nulidade foi sempre < 0,05.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Perfil Fitoquimico

Na investigacao fitoquimica qualitativa preliminar do extrato metanélico das folhas de
H. drasticus pdde-se observar que foram revelados flavondides (quercetina e rutina), em
grande concentracdo. A presenca de terpenos como [-amirina, também foi constatada.
Verificou-se ainda a presenga de proantocianidinas condensadas e leucoantocianidinas. Em

outras espécies de Himatanthus foi identificado, tanto na casca como no latex, a presenca de
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terpenos como na espécie H. drasticus (COLARES et al., 2008) e H. sucuuba (SILVA et al.,
1998), porém na folha ainda nao foi encontrado relatos na literatura.

Os flavondides representam um dos grupos fendlicos mais importantes e
diversificados entre os produtos de origem natural. Essa classe de compostos é amplamente
distribuida no reino vegetal. O emprego terapéutico de planta contendo flavondides € vasto e,
em muitos casos ainda empirico. Embora alguns resultados tenham mostrado que esses
compostos possam apresentar efeito mutagénico, em geral, sdo considerados como benéficos
(ZUANAZZI & MONTANHA, 2004).

Virios flavondides tém demonstrado suprimir a carcinogénese em modelos animais
(YANG et al., 2001). Representam um grande grupo de fitoquimicos que sdo conhecidos por
exercerem uma atividade antitumoral. Assim, estudos investigativos tém demonstrado que os
possiveis mecanismos de inibi¢do da carcinogénese por polifendis estejam relacionados com o
aumento da expressdo de superdxido dismutase, inducdo de apoptose e repressdo do ciclo
celular, como demonstrado em células carcinogénicas humanas in vitro (MANSON, 2003),

inibi¢do da cicloxigenase e lipoxigenase (HONG, 2001; SAKATA, 2003).

Atividade Antitumoral

Nos ensaios com camundongos frente ao tumor Carcinoma de Ehrlich, as médias dos
pesos dos tumores dos grupos controle, padrio (Ciclofosfamida, 10mg/Kg) e os tratados com
o extrato metandlico das folhas de H. drasticus, tratado I (200mg/Kg), tratado IT (300mg/Kg)
e tratado III (400mg/Kg) estdo representadas na Figura 1. O padrio apresentou uma inibicao
tumoral significativa de 91,3 % em relagdo ao controle. Os grupos tratados também
apresentaram uma diminui¢do na média dos pesos dos tumores em relacdo ao grupo controle,
para todas as doses testadas 200, 300 e 400mg/Kg apresentando um percentual de inibicdo
estatisticamente significativo de 70, 86,8 e 63% respectivamente.

Mediante a andlise macroscépica, verificou-se que os animais do grupo controle
apresentaram os tumores aderidos as costelas e a epiderme, bem vascularizados e sélidos. Ja
para o grupo padrdo os tumores apresentaram-se bem delimitados e pouco vascularizados.
Para os animais tratados observou-se que os tumores também apresentaram-se bem
delimitados e com consisténcia sdlida em todos os grupos.

Segundo Fergunson (2001), os flavondides sdo reconhecidos por apresentar acgdo
antioxidante e promover uma estabilizacdo genOmica, com efeito, no reparo do DNA,
inibindo a acdo das enzimas topoisomerases, as quais exercem papel primordial na transcrigao

e replicagdo do DNA. Isto corrobora com a sua reconhecida propriedade anticarcinogénica,



SOUSA, E.L. Avaliacdo da atividade antitumoral de Himatanthus drasticus (Mart) Plumel-Apocynaceae... 57

sugestivo de que estes compostos influenciaram na inibi¢do tumoral observada no atual
estudo. Nao foi observado um indice de inibi¢do tumoral dose dependente 200, 300 e
400mg/Kg sendo 70, 86,8 e 63% respectivamente, provavelmente por estar trabalhando com

extrato bruto e ndo fragdes purificadas.

Estudo Histologico

A andlise histopatoldgica revelou para os animais do grupo padrdo frente ao
Carcinoma de Ehrlich a nivel hepatico pontos hemorrigicos, nos intersticios do parénquima
hepdtico. As veias centrolobulares e os espagos porta apresentaram tamanho e distribuicio
normal, mas congestdo, isto quando comparado ao grupo controle (Figura 2A). Ja os rins
apresentaram morfologia das estruturas tubulares e glomerulares pouco preservada. Os
tibulos contorcidos distais e proximais apresentaram-se amorfos. Os corpuisculos renais de
estrutura pouco preservados, com espago capsular irregular, com a presenca de artéria
glomerular e de macula densa histologicamente comprometidos (Figura 2B).

Para os animais dos grupos tratados com extrato metandlico das folhas de H.
drasticus, a histopatoldgia evidenciou a nivel do figado, hepatécitos e placas pouco
preservadas, e em alguns casos foi notada a presenga de vaciolos nos hepatdcitos. Foi
marcante a presenca de sinusdides. As veias evidenciadas apresentaram congestdo. Entre os
sinuséides e hepatdcitos foi evidenciada pontos de hemorragias para alguns grupos (Figura
3A e 4A). Para a microscopia renal foi observado que o cértex renal mostrou corpisculos
renais pouco preservados, no qual os espacos capsulares ficaram comprometidos, em meio
aos tdbulos contorcidos distais e proximais. Ao redor dos tibulos observaram-se vérios
pontos hemorragicos (Figura 3A e 4B). O bacgo apresentou congestdo de polpa vermelha e
hiperplasia de polpa branca. Os efeitos observados foram intensificados com o aumento da
dose.

As andlises histopatoldgicas dos 6rgdos removidos de animais tratados com extrato
metandlico de H. drasticus sugerem toxicidade a nivel renal e hepdtico. Porém alteracoes
similares foram encontradas nos animais tratados com a ciclofosfamida, farmaco amplamente
utilizado em protocolos quimioterdpicos sozinho ou em associa¢do, € que apresenta seu
mecanismo farmacoldgico ja elucidado, embora isto ndo significa que a inviabilizacio

metabdlica do tecido renal e hepatico tenha sido promovida por mecanismos similares.
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5.4 CONCLUSAO

O extrato metandlico das folhas de H. drasticus apresentou uma inibicdo tumoral
significativa, em todas as doses testadas, em relacdo aos animais controle portadores do
Carcinoma de Ehrlich. Esse extrato mostrou-se rico em flavondides e terpenos em
investigacdo qualitativa preliminar dos seus constituintes quimicos.

Assim podemos concluir que as folhas de H. drasticus representa uma forte candidata
para uma série de investigacdes e isolamento de substancias ativas e estudos com outros testes

pré-clinicos.
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Quadro 1 - Sistemas de eluicdio cromatograficos e reveladores utilizados para a

caracterizacdo qualitativa dos constituintes quimicos do extrato metandlico das folhas de H.

drasticus.
Grupo de Fase mével Revelador Referéncia
Metabdlitos
Alcaléides EtOAc-HCOOH-AcOH-H,0 Dragendorff Wagner, 1996

(100:11:11:26 v/v)

Derivados Cinamicos EtOAc-HCOOH-AcOH-H,O 2-Aminoetildifenil | Markham, 1982 e
(100:11:11:26 v/v) borinato Neu, 1956

Flavonodides EtOAc-HCOOH-AcOH-H,0O 2-Aminoetildifenil | Markham, 1982 e
(100:11:11:26 v/v) borinato Neu, 1956

Protoantocianidinas

condensadas e EtOAc-HCOOH-AcOH-H,O Vanilina Wagner, 1996

Leucoantocianidinas (100:11:11:26 v/v) cloridrica

Monoterpendides,

Sesquiterpendides e

Benzeno-AcOEt (97:3 v/v)

Vanilina sulfdrica

Wagner, 1996

Diterpendides

Iridéides EtOAc-HCOOH-AcOH-H,O Vanilina sulfirica | Harbone,1998
(100:11:11:26 v/v)

Triterpendides, EtOAc-HCOOH-AcOH-H,O Liebermann Sharma, 1991

Esterdides (100:11:11:26 v/v) Burchard

Saponinas EtOAc-HCOOH-AcOH-H,O Anisaldeido Wagner, 1996

(100:11:11:26 v/v)
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FOLHA

B CONTROLE
= PADRAO CTX 10 mg/Kg
m TRAT 1 200 mg/Kg
@ TRAT 11300 mg/Kg
8 TRAT Il 400 mg/Kg

PESO DO TUMOR EM GRAMAS

CARCINOMA EHRLICH

Figura 1. Efeitos dos extratos de H. drasticus frente ao Carcinoma de Ehrlich. Média dos pesos dos tumores. *P
< 0,05 comparado os grupos tratados com o controle que recebeu apenas solucdo salina a 0,9%. Teste “t” de

Student (n = 5/grupo).

Figura 2. Aspectos histoldgicos do figado e rim dos animais implantados com Carcinoma de Ehrlich e
tratados com Cilclofosfamida (10mg/kg). A Fotomicrografia do figado. Hepatdcitos (1), placas de
hepatécitos (2), veias (3) corado com HE. B Fotomicrografia do rim. Corpudsculo renal (1), tdbulo

contorcido distal (2), tibulo contorcido proximal (3), artéria glomerular (4) corado com HE Obj.10x.
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Figura 3. Aspectos histopatolégico do figado e rim dos animais implantados com Carcinoma de Ehrlich TRAT I
(200mg). A Fotomicrografia do figado. Vaso congesto (1), placas de hepatécitos (2), hepatécitos (3), sinuséides
com pontos hemorragicos (4) corado com HE. Obj. 10x. B Fotomicrografia do rim. Corpusculo renal (1), tibulo
contorcido distal (2), tibulo contorcido proximal (3), veia (4), pontos hemorrdgicos (5) corado com HE. Ob;.

10x.

Figura 4. Aspectos histopatoldgico do figado e rim dos animais implantados com Carcinoma de Ehrlich TRAT
III (400mg). A Fotomicrografia do figado. Hepatdcitos (1), placas de hepatécitos (2), vasos congestos (3),
vacuolos entre as placas dos hepatécitos (4) corado com HE. Obj. 10x. B Fotomicrografia do rim. Corpusculo
renal (1), tdbulo contorcido distal (2), tibulo contorcido proximal (3), vaso renal (4) e congestdo entre os tibulos

(5) corado com HE. Ob;j. 10x.
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6. ARTIGO III

AVALIA(;AO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL DO LATEX DE Himatanthus
drasticus (Mart.) Plumel.-Apocynaceae (JANAGUBA) FRENTE AO SARCOMA 180 E
CARCINOMA DE EHRLICH

Eliane Leite de Sousal, Haroudo Satiro Xavier ' , Ana Ruth Sampaio Grangeirol, Isla
Vanessa Gomes Alves Bastosl, Maria Joselice e Silval, Cicero Ernandes Leite de Sousaz,

Falba Bernadete Ramos dos Anjos 3, Sandra Maria de Torres," Ivone Antonia de Souza’

1- Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal de Pernambuco —UFPE
2-Departamento de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Regional do Cariri-URCA
3- Departamento de Histologia, Universidade Federal de Pernambuco — UFPE
4-Departamento de Morfologia e Fisiologia animal, Universidade Federal Rural de
Pernambuco-UFRPE
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Experimental, Universidade Federal de Pernambuco-UFPE

RESUMO

Himatanthus drasticus pertence a familia Apocynaceae, é de distribuicdo restrita ao Brasil,
conhecida popularmente como Janaguba. E uma espécie arbérea que cresce até 7m de altura,
sua casca € rugosa e exsuda um liatex branco, bastante utilizado na medicina popular
principalmente no combate ao cincer, porém sem registro na literatura. No presente trabalho,
foi realizada a triagem fitoquimica, avaliada a toxicidade aguda e investigada a atividade
antitumoral do latex de Himatanthus drasticus frente aos tumores Sarcoma 180 e Carcinoma
de Ehrlich, identificados com andlise histopatoldgica. A determinacdo da toxicidade aguda foi
realizada segundo a metodologia da OECD 423 e o transplante do tumor s6lido Sarcoma 180
foi realizado seguindo a metodologia de Stock. No estudo fitoquimico para o litex foi
encontrado terpenos (- sitosterol e -amirina). No ensaio de toxicidade aguda por via oral
foram verificadas reagdes estimulantes seguidas por reagdes depressoras sobre o Sistema
Nervoso Central. Nao houve dbitos em nenhuma das doses testadas. Na avaliacdo antitumoral
para o Carcinoma de Ehrlich, apenas os animais tratados com a maior dose (14ml/kg)
apresentou reducdo significativa dos tumores chegando a um percentual de 76,9% de inibicao.
Para o Sarcoma 180, apesar de ter apresentado uma redugéo dos pesos médios dos tumores, o
laitex ndo apresentou resultados estatisticamente significativos. Na andlise histoldgica,
verificou-se alteragdes nos tecidos hepdtico e renal, quando comparados com os animais dos
grupos controle.

Unitermos: Himatanthus drasticus, latex, atividade antitumoral, toxicidade aguda oral, perfil
fitoquimico
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EVALUATION OF ANTITUMORAL ACTIVITY OF THE LATEX OF Himatanthus
drasticus (Mart.) Plumel.—Apocynaceae (JANAGUBA) AGAINST TO SARCOMA 180
AND EHRLICH CARCINOMA

ABSTRACT

Himatanthus drasticus belongs to the Apocynaceae family from restricted distribution to
Brazil, known popularly as Janaguba. It is an arboreal species that it grows up to 7m of
height, your bark is wrinkled and it has white latex, quite used mainly in the popular medicine
for the cancer, however without report in the literature. In the present work, it was
investigated the phytochemical screen, the acute oral toxicity and antitumor activity of the
latex of Himatanthus drasticus. The antitumor activity was avaluated against to the Sarcoma
180 and Ehrlich Carcinoma, identified with analysis hystopathological. It was used OECD
423 methodology for study the acute oral toxicity and Stock methodology for antitumor
activity. In the phytochemical analysis, it was found terpenoids (B- sitosterol and a-amyrin).
In the acute oral toxicity assay, stimulating reactions were verified followed by depressive
reactions on the Central nervous system. There were not deaths in none of the tested doses.
The results show that antitumor evaluation for the Ehrlich Carcinoma just the treated animals
with the largest dose (14ml/kg) presented significant reduction of the tumor growth arriving
to 76,9% of inhibition. For the Sarcoma 180, in spite of having presented a reduction of the
medium weights of the tumors, the latex did not present statistical resulted significant. For the
hystopathological analysis, alterations were observed in the hepatic and renal fabrics, when
compared with the animals of the controlled groups.

Key words: Himatanthus drasticus, latex, antitumor activity, acute oral toxicity,
phytochemical profile

6.1 INTRODUCAO

As plantas cont€ém principios ativos capazes de nos curar das diversas doencas, no
entanto, sdo poucos os estudos que possibilitam uma visdo ampla da grande diversidade das
espécies utilizadas com fins terapéuticos (SILVA et al., 2005).

A automedicagdo milagrosa com plantas medicinais, chega ao extremo de substituir
terapias classicas em doengas graves e é um reflexo do pensamento comum de que plantas
medicinais de uso tradicional ja foram testadas e homologadas pelo seu uso prolongado na
propria espécie humana. Nao sdo incomuns atos de ma fé na sua exploracdo comercial, como
tem ocorrido, por exemplo, com “plantas que curam o cincer” (SIMOES et al., 2004).

Embora no Brasil existam normas e legislagdo para garantir a seguranca e qualidade

dos fitoterdpicos, a planta medicinal comercializada por raizeiros, em feiras, ervanarios, e
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outros locais pouco apropriados, ndo estdo sujeitas a esse controle. Além disso, para muitas
das plantas utilizadas popularmente, ndo ha registros facilmente disponiveis (ALVES, 2007).

Himatanthus drasticus pertence a familia Apocynaceae, é de distribui¢do restrita ao
Brasil, ocupando respectivamente areas de cerrado, campo rupestre e caatinga e de mata
atlantica (SPINA, 2004). E uma espécie arbérea que cresce até 7m de altura, conhecida
popularmente como tiborna, jasmim-manga e raivosa em Minas Gerais e Bahia, janaguba no
Ceard, pau-de-leite no Piaui, joanaguba no Rio Grande do Norte (PLUMEL, 1991). No Cear4,
essa espécie ocorre com maior freqiiéncia na Chapada do Araripe, extremo sul do estado,
onde é explorada pela populacdo daquela localidade, cotidianamente e sem controle. Sua
casca € rugosa e exsuda um latex branco bastante utilizado na medicina popular (AMARO et
al., 2006a).

O leite da janaguba, como € chamado o latex pela populagdo local, tem uma longa
histéria de emprego na cura do cincer no Nordeste, porém, quase sem registro na literatura
(AMARO et al., 2006b). E utilizado também para o tratamento de verminoses, gastrites e
artrites.

O método de extracdo do latex consta na retirada do floema através de cortes. Apds a
extragdo, o latex € diluido em 4dgua na propor¢do de 1:10, armazenado em recipiente de vidro
e mantido sob refrigeracdo para ser comercializado na regido (MODESTO, 1997). Porém em
levantamento com extratores local do latex, a dilui¢do € feita na proporcdo de 1: 4 e essa
suspensdo ¢ administrada uma a duas vezes ao dia, uma colher de sopa diluida em um copo
com 4gua.

Himatanthus drasticus, como outras espécies de Himatanthus, foram escassamente
mencionadas em literatura cientifica com relacdo aos seus estudos fitoquimicos e suas
atividades bioldgicas. Estudos anteriores com extrato da casca mostram que foi isolado o
triterpeno cinamato de lupeol e que foi realizado a atividade citotdxica com Artemia salina, a
antimicrobiana e a analgésica (COLARES et al., 2008a). Outro trabalho com a acgédo
farmacoldgica dessa espécie foi, o efeito gastroprotetor do litex através de lesdo géstrica
induzida por etanol e indometacina (COLARES et al., 2008b).

Apesar do consumo difundido do leite da janaguba no estado do Ceard, e em outros
estados brasileiros, ndo hé estudos disponiveis na literatura sobre sua atividade antitumoral e
sua seguranca toxicologica. No presente trabalho, foi realizado a triagem fitoquimica,
avaliado a toxicidade aguda, e investigado a atividade antitumoral do latex de Himatanthus
drasticus frente aos tumores Sarcoma 180 e carcinoma de Ehrlich, identificados com anéalise

histopatolégica.
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6.2 MATERIAL E METODOS

6.2.1 Material Botanico

O latex da Janaguba foi coletado em Julho de 2008, na Chapada do Araripe, municipio
de Jardim (Ceard). A exsicata da espécie vegetal foi identificada pela botanica Dr*. Marlene
Barbosa, e depositada no herbario Geraldo Mariz da Universidade Federal de Pernambuco

(UFPE), sob nimero 48.961.

6.2.2 Extracao do latex

A extragdo foi feita produzido um corte no floema (casca) em um recipiente graduado
na diluicdo 1:1 em soro fisioldgico para realizacdo das atividades farmacoldgicas e em
metanol para triagem fitoquimica, obtendo duas solugdes. As solugcdes foram acondicionadas

sob refrigeracio a 4-8 °C.

6.2.3 Animais

Foram utilizados camundongos albinos Swiss machos (Mus musculus), com
aproximadamente 60 dias de nascidos e peso entre 25 e 35g. Os animais foram mantidos em
gaiolas de polipropileno, em condi¢des controladas de iluminagdo (ciclo 12 horas
claro/escuro), temperatura (22 + 2°) e receberam 4gua e racdo ad libitum. O manuseio dos
animais durante o experimento foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio

Animal (CEEA) da UFPE (processo nimero 23076.03566/2008-71).

6.2.4 Perfil Fitoquimico

O latex da janaguba em metanol foi analisado por cromatografia em camada delgada
(placas de silica — MERCK- Alemanha, 105551), empregando-se diversas fases moveis,
reveladores adequados a caracterizagdo dos diversos grupos e padrdes cromatogréficos
(Quadro 1).

Outra amostra do latex em metanol, foi filtrado e o precitado lavado com varios
solventes como: metanol a quente, éter, acetato de etila e acetato de metila. As amostras

foram cromatografadas para caracterizagdo de terpenos segundo Sharma (1991).

6.2.5 Toxicidade Aguda

A determinacdo da toxicidade aguda foi realizada segundo a metodologia da
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Organizacdo para Cooperagdo Econdmica e Desenvolvimento Européia (OECD 423). Os
animais foram divididos em grupos de trés. Permaneceram sem alimento por um periodo de 8
horas antes do experimento, recebendo dgua ad libitum.

O latex de Himatanthus drasticus foi administrado em udnica dose por gavagem. O
volume da solucdo fisiolégica administrada foi de 14, 28 e 42ml/Kg. Os animais foram
observados individualmente, depois da administragdo do extrato, durante os primeiros 30
minutos, periodicamente durante as primeiras 24 horas, com atencdo especial para as
primeiras 4 horas, e diariamente durante 14 dias. Todas as observacdes foram registradas
individualmente para cada animal. E apds os 14 dias o ensaio foi repetido e os animais

sacrificados para a analise histopatoldgica.

6.2.6 Atividade Antitumoral

No experimento realizado foram utilizadas células tumorais da linhagem Sarcoma 180
e Carcinoma de Ehrlich (forma sdlida). Os fragmentos tumorais inicialmente foram retirados
de animais doadores e implantados fragmentos com cerca de 3mm de didmetro na regido
axilar direita dos animais receptores (STOCK et al., 1955). Ap6s 48h do transplante dos
tumores, iniciou-se o tratamento, por um periodo de sete dias. Os animais foram divididos em
grupos (n=5) e subdivididos em grupo padrdo (Ciclofosfamida, CTX, 10 mg/kg), grupo
controle (solucdo salina 0,9%) e os grupos tratados. Para o Sarcoma 180 os animais
receberam as doses 4, 12 e 14ml/Kg de peso da solugdo fisioldgica do latex de Himatanthus
drasticus e para o Carcinoma de Ehrlich 4, 8 e 14ml/Kg. Todas as substincias foram
administradas por via oral. No oitavo dia os animais foram sacrificados e os tumores
retirados, dissecados, pesados e em seguida calculada a diferenca entre os grupos tratados e

controle para se obter o indice de inibi¢cdo tumoral de acordo com a férmula abaixo.

TWI% =C-T x 100
C
Onde:
TWI% = % de inibi¢do tumoral
C = média dos pesos dos tumores dos animais do grupo controle

T = média dos pesos dos tumores dos animais do grupo tratado

6.2.7 Estudo Histolégico
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Foi realizada a andlise macroscopica e histopatoldgica dos 6rgaos de todos os animais
submetidos a avaliacdo de toxicidade aguda e atividade antitumoral. Para toxicidade aguda
figado, rins, bagco e pulmao foram retirados, ja para atividade antitumoral foram analisados
figado, baco e rim. Os 6rgdos foram cortados em pequenos fragmentos e imersos em solucio
neutra de formol a 10%, no qual permaneceram em temperatura ambiente durante 24 horas.
Ap6s fixacdo, as pecas foram lavadas e processadas para inclusdo em parafina, em seguida
cortadas com 7 pm de espessura, coradas pela técnica de Hematoxilina-Eosina

(MICHELANY,1980), e observadas em microscopia de luz.

6.2.8 Analise estatistica
Os resultados foram expressos como média + erro padrdo (e.p.m.). As diferencas entre
grupos foram analisadas através da andlise de varidncia (ANOVA), seguida pelo teste “r” de

Student. O nivel de significincia para rejeicao da hipdtese de nulidade foi sempre < 0,05.

6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Perfil Fitoquimico

A triagem fitoquimica do latex de Himatanthus drasticus demonstrou a presenca de
terpenos (B- sitosterol e B-amirina) que foi confirmado através da cromatografia do solvente
etér. Este resultado corrobora com a pesquisa de Colares e colaboradores (2008) que isolaram
do extrato da casca o triterpeno cinamato de lupeol. Outras espécies de Himatanthus ao qual
tem sua fitoquimica elucidada também demonstraram a presenca de terpenos como os ésteres
triterpérnicos acetato de lupeol, cinamato de a-amirina e cinamato de lupeol encontrado na H.
sucuuba (SILVA et al., 1998a; WOOD et al.,2001).

Algumas plantas contém grandes quantidades de triterpendides em seu latex e resinas
cujas funcdes fisioldgicas destes compostos € geralmente creditada a sua defesa quimica
contra patégenos e herbivoros (MAHATO & SEM, 1997).

Triterpendides sdo metabdlitos secundérios ndo-esteroidais presente na flora terrestre,
marinha e fauna, constituindo-se nos componentes majoritirios em algumas plantas usadas na
medicina tradicional, com ocorréncia na forma livre, bem como na forma de éteres, ésteres e

glicosideos. Os triterpendides pentaciclicos sdo os constituintes dominantes desta classe, e
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tém sido amplamente investigados, dos quais fazem parte os compostos a-amirina e f-amirina
(MAHATO & KUNDU, 1994).

A sua grande ocorréncia e diversidade estrutural tém atraido a atencdo quanto a
evolucdo de suas atividades bioldgicas, como agentes antitumoral, antiinflamatdrio, antiviral e
antibacteriano. Ling e colaboradores, em 1982, estudaram a relag@o entre a estrutura quimica
e a atividade antineopldsica de alguns triterpendides pentaciclicos e tetraciclicos. Embora as
aplicagdes destes metabdlitos secunddrios com sucesso como agentes terapéuticos sejam
ainda limitadas, uma extensiva exploracdo das atividades nesta drea tem ocorrido nos tltimos

anos (MAHATO et al., 1992).

Toxicidade Aguda

Para a determinacdo da toxicidade aguda usou-se a metodologia da OECD 423 que ¢
um procedimento em etapas no qual sdo utilizados trés animais de um mesmo sexo em cada
uma das etapas. Dependendo da mortalidade ou da condi¢do de quase-morte dos animais, 2 a
4 etapas podem ser necessdrias para permitir uma correta avaliagdo da toxicidade aguda da
amostra testada.

A administrag@o por via oral do latex de H. drasticus nas doses de 14 e 28ml/kg ndo
apresentaram nenhuma alteracdo comportamental nos animais durante os primeiros 30
minutos observados. E ao final dos 14 dias de observagdes permaneceram sem alteracoes.
Para esses animais nao foram realizados analises histopatologica.

Na dose de 42ml/Kg, inicialmente, os animais apresentaram reacdes excitatorias e
estimulantes, tais como: piloerecdo, exoftalmia, agitacdo, movimentos de vibrissias,
estereotipados e circulares, além de aumento da freqiiéncia respiratéria, postura em garra,
irritabilidade e reagdo de fuga. Apds esse periodo, reagdes depressoras foram observadas,
como abaixamento do trem posterior e prostra¢do tornaram-se mais evidentes. Ainda foram
observadas reacdes do sistema nervoso autdbnomo como palidez, edema de focinho, refluxo,
petéquias e excrecdo fecal aumentada, como mostra a tabela 1. A fase excitatéria aqui
observada sugere que o liatex possui compostos estimulantes do sistema nervoso central, e
apos esta fase os sinais depressores foram talvez devido a uma fadiga neuronal e exaustdao dos
estoques de neurotransmissores (BLOOM, 2003).

No final dos 14 dias ndo foi observado nenhum 6bito e nem mudangas
comportamentais, porém foi registrado um aumento da excrecao fecal (fezes amolecidas) com
uma perda de peso até o quinto dia do experimento e logo ap6s os animais voltaram a ganhar

peso.
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Na andlise histopatolégica dos 6rgios para a toxicidade aguda( para maior dose) o
figado apresentou processo inflamatério cronico caracteristico de hepatite. Infiltrado de
células polimorfo nucleares, discreta congestdo, micro esteatose difusa, necrose difusa,
infiltrado mononuclear periportal e pericentro-lobular. No bago foi evidenciado hiperplasia de
polpa branca, congestdo de polpa vermelha. O rim mostrou a presenca de cilindros protéicos
nos tubos contorcidos, glomérulo nefrite proliferativa, congestdo renal, degeneracdo hidrépica
difusa nos tibulos contorcidos, atrofia do glomérulo e infiltrado mononuclear. A nivel de
pulmio observou-se proliferacio de pneumdcito 2 (células produtoras de sulfactante),
espessamento de tinica média de vaso pulmonar, pneumonia intersticial cronica, congestio e

hemorragica.

Atividade Antitumoral

A atividade antineoplasica do latex de H. drasticus verificada através da administragdo
por via oral no modelo experimental s6lido Sarcoma 180 e Carcinoma de Ehrlich. Nos ensaios
com Sarcoma 180, os animais tratados com o latex apresentaram reducido na média dos pesos
dos tumores quando comparados com o grupo controle, porém nao foi estatisticamente
significativo (Figura 2), apresentando um percentual de inibicdo de 18,7, 46,8 e 52,7% para as
doses 4, 12 e 14ml/Kg de peso respectivamente. O padrdo (Ciclofosfamida, 10mg/Kg),
apresentou uma inibicao tumoral significativa de 70,4% em relagdo ao controle.

A andlise macroscopica dos animais do grupo controle apresentou ascite hemorragica,
tumor soélido, invasivo, aderido as costelas e a epiderme, e bem vascularizado. Para os
tratados, o padrdo apresentou tumores pouco vascularizados e bem delimitados, a menor dose
(4ml/Kg) apresentou ascite hemorrdgica, o tumor também mostrou-se soélido, invasivo,
aderido a epiderme e bem vascularizado. J4 os tratados nas doses de 12ml/Kg e 14ml/Kg,
apresentaram tumores sélido bem delimitado e com vascularizacdo menor que o controle.

No ensaio frente ao tumor Carcinoma de Ehrlich, apenas o grupo tratado com a maior
dose (14ml/Kg) do latex apresentou inibicdo tumoral estatisticamente significativo de 77%
aproximadamente. Para a dose de 8ml/Kg verificou-se diminui¢do na média de peso tumoral
com percentual de inibicdo de 47%. Ja para os animais tratados com a menor dose (4ml/kg)
ndo apresentaram reducdo na média de peso tumoral em relacdo ao grupo controle, houve um
aumento ndo significativo estatiscamente de 11,4% (Figura 3). O grupo padrio tratado com a
ciclofosfamida apresentou um indice de inibicdo significativa de 91,3%. Apds as andlises

macroscopicas, observou-se que os tumores apresentaram delimita¢des e consisténcia solida
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em todos os animais tratados. Para o grupo padrdo os tumores apresentaram-se bem
delimitado e pouco vascularizado.

Para ambos modelos experimentais, para as atividades antineopldsicas, ndo houve
alteracdo de peso estatisticamente significativo.

A diferenca de ag¢do do latex frente as duas linhagens tumorais deve-se ao fato de
possuirem origem e fisiologia diferentes. Vale ressaltar que tumores do tipo sarcomatoso sao
mais dificeis de tratar, isto por que ele afeta regides como tecidos Osseos e musculos
(ALMEIDA et al., 2005).

A andlise histopatolégica mostrou-se semelhante para ambos os tumores. Para o grupo
padrdo, mostrou-se alteracdo a nivel hepatico e foram observados pontos hemorrdgicos, nos
intersticios do parénquima hepdtico. As veias centrolobulares e os espacos porta
apresentaram tamanho e distribuicio normal, mas congestdo, isto quando comparado ao
grupo controle. Ja os rins apresentaram morfologia das estruturas tubulares e glomerulares
pouco preservadas. Os tibulos contorcidos distais e proximais apresentaram-se amorfo.
Corpusculos renais de estrutura pouco preservados, com espaco capsular irregular, com a
presenca de artéria glomerular e de macula densa histologicamente comprometidos (Figura 4).

A estrutura hepatica dos animais tratados com latex, foi evidenciada placas e
hepatdcitos de morfologia conservada. Vasos com limites possivelmente normais, mas
altamente congestos, os sinuséides hepaticos com moderada presenca de células de Kupffer,
ou seja, macréfagos com capacidade de fagocitose (Figura 5A e 6A). Na estrutura renal
mostrou-se pouco preservada tanto nas regides cortical e medular, glomérulos renais com
arquitetura comprometida, bem como pontos de congestio entre tiibulos contorcidos distais e
proximais (Figura 5B e 6B).

Com os modelos experimentais utilizados, ficou evidente que o litex da janaguba
apresentou uma redugdo na média dos pesos tumorais, porém os melhores resultados sé foram
evidenciados em altas doses. Na menor dose (4ml/Kg) para o Carcinoma de Ehrlich mostrou-
se carcinogénico, um resultado preocupante ji que a populacdo faz uso em doses bastante
baixas, porém, por um periodo de tempo maior que o utilizado no experimento. Talvez o latex
possua propriedade quimiopreventiva o que necessitaria de estudos mais detalhados para sua
confirmagdo e assim justificar seu uso.

Outro resultado preocupante € em relacio a toxicidade aguda, que apesar de nio ter
sido observado nenhum o&bito nas doses testadas a andlise histopatoldgica apresentou
alteracdes morfologicas a nivel renal, hepatico, pulmonar e no bago. Também foram

evidenciadas alteracdes morfoldgicas a nivel hepdtico e renal para os grupos tratados com o
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latex em relacdo ao controle, ao qual foi se agravando a medida que a dose foi aumentada,
porém também foi observado alteracdes semelhantes para o grupo tratado com a

ciclofosfamida.

6.4 CONCLUSAO

Pode-se concluir que o latex de H. drasticus apresentou uma inibicdo tumoral
significativa em relacdo ao controle apenas para o Carcinoma de Ehrlich e na maior dose
testada(14mL/Kg). Ao verificar seus componentes fitoquimicos, nota-se a necessidade de
novos estudos e pesquisas para um melhor conhecimento de seu mecanismo de agdo,

potenciais famacoldgicos e principalmente toxicoldgico.
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Quadro 1 - Sistemas cromatograficos e reveladores utilizados para a caracterizacdo

qualitativa dos constituintes quimicos do latex de janaguba em metanol.

Grupo de Fase médvel Revelador Referéncia
Metabdlitos
Alcaléides EtOAc-HCOOH-AcOH-H,0 Dragendorff Wagner, 1996

(100:11:11:26 v/v)

Derivados Cinamicos EtOAc-HCOOH-AcOH-H,O 2-Aminoetildifenil | Markham, 1982 e
(100:11:11:26 v/v) borinato Neu, 1956

Flavonodides EtOAc-HCOOH-AcOH-H,O 2-Aminoetildifenil | Markham, 1982 e
(100:11:11:26 v/v) borinato Neu, 1956

Protoantocianidinas

condensadas e EtOAc-HCOOH-AcOH-H,O Vanilina Wagner, 1996

Leucoantocianidinas (100:11:11:26 v/v) cloridrica

Monoterpendides,

Sesquiterpendides e

Benzeno-AcOEt (97:3 v/v)

Vanilina sulfdrica

Wagner, 1996

Diterpendides

Iridéides EtOAc-HCOOH-AcOH-H,O Vanilina sulfirica | Harbone,1998
(100:11:11:26 v/v)

Triterpendides, EtOAc-HCOOH-AcOH-H,0O Liebermann Sharma, 1991

Esterdides (100:11:11:26 v/v) Burchard

Saponinas EtOAc-HCOOH-AcOH-H,O Anisaldeido Wagner, 1996

(100:11:11:26 v/v)
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Tabela 1 - Efeitos toxicoldgicos provocados pelas doses do latex de H. drasticus
administrados em camundongos machos albinos Swiss (Mus musculus). Dados obtidos

durante os primeiros 30 minutos apés administracio do extrato.

EFEITOS DOSES
(ml/Kg)
14 28 42
ESTIMULANTES
Taquicardia - - +
Taquipnéia - - -
Piloerecao - + + 4+
Agitacdo - - +
Exoftalmia - - +
Movimentos Estereotipados - + +++
Movimentos circulares - - ++
Movimentos de vibrissas - - +
Ondulagdo de cauda - - +
Tremores finos/grosseiros - - +
Postura de ataque - - +
Levantamento dos membros posteriores - - -
Convulsio focal - - -
Reacdo de fuga - + +++
DEPRESSORES
Abaixamento dos membros posteriores - - +
Apnéia - - -
Alteracdo de marcha - - -
Sonoléncia - - -
Prostragdo - - ++
OUTROS -

Excrecado fecal - + ++
Diurese - - +
Contor¢des abdominais - - -
Petéquias - - +
Edema de focinho - - ++
Cianose - - -
Fotofobia - - -
Refluxo - - +

(- ) sem efeito; ( + ) efeito leve; ( ++) efeito moderado; (+++) efeito acentuado.
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LATEX

2,5 -‘V
2 | ‘(
T m CONTROLE
1,5 - T _
. B PADRAO CTX 10MG
I 4 mL/Kg
14 = 12 mL/Kg
= 14 mL/Kg
0,5
O = T T T

CONTROLE PADRAO 4 ml/Kg 12ml/Kg 14 mL/Kg
CTX 10MG

SARCOMA 180

PESO DO TUVIOR BEVIGRAMIAS

Figura 2. Efeitos do latex de H. drasticus frente ao Sarcoma 180. Média dos pesos dos tumores. *P < 0,05

comparado os grupos tratados com o controle que recebeu apenas solugdo salina a 0,9%. Teste “t” de Student (n

= 5/grupo).
LATEX
5
45 T
a T
3,5
E 3 m CONTROLE
m PADRAO CTX 10 mg
2,5 m 4 mL/Kg
2 T = 8 mL/Kg
= 14 mL/Kg
8 1,5 *
0,5 T
o _ | |
CONTROLE PADRAO 4 mlL/Kg 8 mL/Kg 14 mL/Kg
CTX 10 mg

CARCINOMA DE EHRLICH

Figura 3: Efeitos do latex de H. drasticus frente ao Carcinoma de Ehrlich. Média dos pesos dos tumores. *P <
0,05 comparado os grupos tratados com o controle que recebeu apenas solu¢do salina a 0,9%. Teste “t” de

Student (n = 5/grupo).
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Figura 4 Aspectos histopatolégico do figado e rim dos animais implantados com Carcinoma de Ehrlich e
tratados com Cilclofosfamida (10mg/kg). A Fotomicrografia do figado. Hepatécitos (1) placas de
hepatdcitos (2), e veias (3) corado com HE. B Fotomicrografia do rim. Corpisculo renal (1), tibulo

contorcido distal (2), tibulo contorcido proximal (3), artéria glomerular (4) corado com HE .Obj.10x.

Figura 5. Aspectos histopatolégico do figado e rim dos animais implantadoscom Carcinoma de Ehrlich e
tratados com latex 8 ml/Kg. A Fotomicrografia do figado. hepatdcitos (1), placas de hepatdcitos (2), Vasos
congestos (3), sinuséides com a presencga de vacuolos (4) corado com HE. B Fotomicrografia do rim. Corptisculo
renal (1), contorcido distal (2), tibulo contorcido proximal (3), pontos de congestdo entre os tibulos (4) corado
com HE. Ob;j. 10x
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Figura 6. Aspectos histopatoldgico do figado e rim dos animais implantados com Carcinoma de Ehrlich e
tratados com latex 14 ml/Kg. A Fotomicrografia do figado. Hepatdcitos (1), placas de hepatdcitos (2), vasos
congestos (3), vacuolos entre as placas (4) corado com HE. B Fotomicrografia do rim. Corpusculo renal (1),
tibulo contorcido distal (2), tibulo contorcido proximal (3), raios medulares (4), congestdo (5) corado com HE.
Ob;j. 10x



SOUSA, E.L. Avaliacdo da atividade antitumoral de Himatanthus drasticus (Mart) Plumel-Apocynaceae... 83

7. CONCLUSOES



SOUSA, E.L. Avaliacdo da atividade antitumoral de Himatanthus drasticus (Mart) Plumel-Apocynaceae... 84

7. CONCLUSOES

Para os ensaios fitoquimicos realizados no extrato metandlico das folhas de
Himatanthus drasticus, constatou-se a presenca de flavondides (quercetina e rutina), terpenos,
proantocianidinas condensadas e leucoantocianidinas quando comparados o extrato bruto com
o padrio dessas substincias. Para o latex foram encontrados terpenos como (B- sitosterol e f3-
amirina).

Na avaliacdo da toxicidade aguda por via oral tanto para o extrato metandlico das
folhas de Himatanthus drasticus como para o latex, foram verificadas reagdes estimulantes
seguidas por reacdes depressoras sobre o Sistema Nervoso Central. Nao houve nenhum 6bito
nas doses testadas, porém a andlise histopatolégica do latex apresentou alteracdes
morfoldgicas a nivel renal, hepatico, pulmonar e no baco. Para o extrato metandlico das
folhas, as alteragdes morfoldgicas foram em menor intensidade.

Os resultados da atividade antineopldsica nos modelos experimentais Sarcoma 180 e
Carcinoma de Ehrlich apontam uma redugdo das médias dos pesos dos tumores nos grupos
tratados com extrato metandlico das folhas de H. drasticus, apresentando melhor atividade
para o Carcinoma. Para o litex obteve uma inibi¢do tumoral significativa em relagdo ao
controle apenas para o Carcinoma de Ehrlich e na maior dose testada e na menor dose houve
um aumento na média do peso tumoral. Para o Sarcoma 180, apesar de ter apresentado uma
reducdo dos pesos médios dos tumores, o latex ndo apresentou resultados estatisticamente

significativo.
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