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RESUMO

A espécie Cnidoscolus urens (L). Arthur., conhecida popularmente como “urtiga
branca”, é bastante utilizada na medicina popular no tratamento de diversas
enfermidades. Este trabalho objetiva avaliar a atividade antibidtica e antiproliferativa
tumoral in vitro, dos compostos fracionados da urtiga Cnidoscolus urens. O extrato foi
obtido a partir de um processo de extragdo por solventes organicos. O processo de
purificacao foi realizado por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em Fase Reversa
(CLAE-FR), sendo as fra¢des obtidas, classificadas como Fracao 1, Fracao 2 e Fragao
3, selecionadas para os testes. O estudo da atividade antibacteriana foi realizado
contra as estirpes bacterianas Gram-positiva (Staphylococcus aureus) e Gram-
negativa (Escherichia coli), sendo o antibiético Amoxicilina o controle positivo. A
atividade antiproliferativa tumoral in vitro, foi avaliada frente a linhagem celular LNcaP
de cancer de prostata, a partir do ensaio de citotoxicidade, pelo método do MTS. O
cromatograma obtido do processo de purificacao revelou aproximadamente dezesseis
picos, ou seja, a presenca de cerca de 16 compostos diferentes, que podem ser
responsaveis pelas atividades antibacteriana e citotoxica, observadas. As Fragdes 1,
2 e 3, demostraram potencial antibacteriano, com formacao halos de inibicdo de
respectivamente 12, 3 e 10mm contra E. coli e halos de inibicdo de respectivamente
13,33, 6,67 e 8,33mm contra S. aureus. Em relagao aos resultados obtidos no ensaio
de citotoxicidade a Frag&o 1 apresentou alto efeito citotoxico in vitro contra a linhagem
de LNCaP, nas concentragdes de 855,9, 427,9 e 213,9 mg/mL, causando a morte das
células cancerigenas de 100%, 91,9% e 76,5%, respectivamente. A Fragdo 3
apresentou efeito citotoxico efetivo contra a linhagem de LNCaP nas concentragdes
de 808,3 e 404,1 mg/mL utilizadas no ensaio, causando a morte das células de cancer
de préstata 86,5% e 48,0%, respectivamente. Entretanto, a Fragdo 2, nao apresentou

citotoxicidade significativa sobre as células de LNCaP.

PALAVRAS-CHAVE: Antibiograma. Cancer de Prostata. Cromatografia Liquida.

Metabodlitos Secundarios. Citotoxicidade in vitro.



ABSTRACT

The species Cnidoscolus urens (L). Arthur., Popularly known as "white nettle," is widely
used in folk medicine for the treatment of various diseases. This work aims to evaluate
the antibiotic and antiproliferative activity in vitro of the fractionated compounds of the
nettle Cnidoscolus urens. The extract was obtained from a process of extraction by
organic solvents. The purification process was performed by Reverse Phase High
Performance Liquid Chromatography (HPLC-FR), and fractions were classified as
Fraction 1, Fraction 2 and Fraction 3, selected for the tests. The study of antibacterial
activity was performed against Gram-positive (Staphylococcus aureus) and Gram-
negative (Escherichia coli) strains, with the antibiotic Amoxicillin being the positive
control. Tumor antiproliferative activity in vitro was evaluated against the LNcaP cell
line of prostate cancer from the cytotoxicity assay by the MTS method. The
chromatogram obtained from the purification process revealed approximately sixteen
peaks, i.e. the presence of about 16 different compounds, which may be responsible
for the observed antibacterial and cytotoxic activities. Fractions 1, 2 and 3
demonstrated antibacterial potential, with formation inhibition halos of respectively 12,
3 and 10mm against E. coli and inhibition halos respectively 13.33, 6.67 and 8.33mm
against S. aureus. Fraction 1 showed a high in vitro cytotoxic effect against the LNCaP
line at concentrations of 855.9, 427.9 and 213.9 mg/mL, causing cancer cells to die of
100%, 91.9% and 76.5%, respectively. Fraction 3 showed effective cytotoxic effect
against the LNCaP line at concentrations of 808.3 and 404.1 mg/mL used in the assay,
causing the death of prostate cancer cells 86.5% and 48.0%, respectively. However,
Fraction 2 did not show significant cytotoxicity on LNCaP cells.

KEY WORDS: Antibiograma. Prostate Cancer. Liquid Chromatography. Secondary
Metabolites. in vitro cytotoxicity.
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1 INTRODUCAO

O uso de produtos naturais, mais precisamente os de origem vegetal é uma
das praticas mais antigas usadas no tratamento e cura das enfermidades. Nesse
sentido, as plantas sdo consideradas como um dos primeiros recursos terapéuticos
utilizados pela humanidade (PAULA, 2014).

As plantas sado importantes fontes e precursores de substancias com grande
potencial terapéutico, ndo apenas pela grande variedade de espécies vegetais com
propriedades medicinais ainda nao explorado, mais pela grande variedade de
metabdlitos primarios e secundarios por elas sintetizadas (MORAES et al., 2008). Os
metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas, sdo de natureza quimica e tem
como funcao a defesa contra herbivoros, microrganismo, protecao contra raios UV
(ultravioleta), atracdo de polinizadores e animais dispersores de sementes, assim
como, a producdo de substancia alopaticas, como nutrientes, dependendo das
especificidades de cada planta (SIMOES et al., 2010).

O Brasil possui umas das maiores biodiversidades do planeta distribuida em
toda a sua extensao territorial, cerca de 55 milhdes de espécies de plantas superiores
e uma farmacopeia com enorme variedade de plantas medicinais (ENGELK, 2003).
Um dos grandes desafios da ciéncia e sociedade é a exploracdo desse patriménio
quimico e biolégico de forma sustentavel (FEITOSA, 2009). O crescente interesse em
drogas de origem vegetal € devido entre outros fatores, a ineficiéncia da medicina
convencional, os efeitos colaterais de algumas drogas sintéticas e, ao fator social, uma
vez que, grande parte da populagéo pobre do mundo ndo tem acesso ao tratamento
farmacolégico convencional (SILVA, 2016).

A caatinga € um bioma com grande diversidade, sendo exclusivamente
brasileiro, é constituido por um patrimdnio biolégico que, em muitos casos, ndo se
encontra em outro lugar do planeta, apresenta inimeras plantas medicinais usadas
em tratamentos caseiros (MORAIS, 2016). Dentre as espécies vegetais utilizadas pela
populacao destaca-se a Cnidoscolus urens (L). Arthur., conhecida popularmente como
‘urtiga branca”, na medicina popular, é utilizada no tratamento de reumatismo,
apendicite, inflamagcdo na prostata, hemorragia e cancer (ALBUQUERQUE, 2006;
AGRA et al., 2008.)
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A Cnidoscolus urens (L). Arthur é uma espécie pertencente a familia
Euphorbiaceae, género Cnidoscolus, é caracterizado como um arbusto ou subarbusto,
latescente podendo atingir cerca de 0,5-2,5 m de altura (SATIRO; ROQUE, 2008). A
espécie € conhecida pela presenca de pelos urticantes, chamados de tricomas
urticantes, estes quando entram em contato com a pele liberam instantaneamente
cristais de oxalato de calcio promovendo urticarias (MALHEIROS, 2012).

Nas espécies pertencentes ao género Cnidoscolus, sdo evidenciados dois tipos
de tricomas, urticantes e nao urticantes. Os tricomas urticantes sdo unicelulares, com
forma tubular, alongada e, apresentam paredes silicosas, dispostas sobre uma base
multicelular e com abertura obliqua no apice (THURSTON; LESTERN 1969). Tais
estruturas possuem nao somente funcdo secretora de exsudatos quimicos, mais
também constituem base mecanica de resisténcia (DIMOCK; KENNEDY, 1983). Os
tricomas ndo urticantes, sdo simples, unicelulares e, formam indumento pubescente,
velutino, tomentoso, pubérulo, viloso, revestindo a maioria das espécies, nas partes
vegetativas e florais (MELO; SALES, 2008).

Dentro do cenario de utilizagdo de plantas medicinais, como alternativa para o
tratamento de doencas, a Cnidoscolus urens foi bastante relata em levantamentos
etnofarmacologicos, quanto ao seu uso pela populacdo, como fonte alternativa de
tratamento para cancer, sendo essa doenca a segunda principal causa de morte no
mundo (WHOSIS, 2018). Diante do crescente numero de casos de cancer,
evidenciados a cada ano, em todo mundo, torna-se necessdria a busca por novas
moléculas apresentem atividade antitumoral (JUNIOR, 2017).

Em outras areas os compostos advindos de fontes naturais apresentam
bastante relevancia, como na area anti-infecciosa, a qual, € dependente dos produtos
naturais ou de suas estruturas (NEWMAN; CRAGG, 2016). Nesse sentindo, as
substancias produzidas por plantas, representam uma importante fonte para a
descoberta de antibidticos mais eficazes.

Perante o exposto, esse trabalho tem por objetivo promover a purificagao dos
extratos da Cnidoscolus urens, por meio da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
em coluna de Fase Reversa (CLEA-FR), avaliar a atividade antibacteriana e citotoxica
in vitro das Fragdes purificadas, com o intuito de assegurar seu uso e futuramente

servir de parametros para o isolamento de substéncias ativas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Avaliar a atividade antibiética e antiproliferativa tumoral in vitro, dos compostos

fracionados da urtiga Cnidoscolus urens.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e |solar os metabolitos secundérios presente no extrato da Cnidoscolus urens por
meio de cromatografia liquida;

e Avaliar a capacidade antibacteriana das fracdes purificadas da Cnidoscolus
urens contra as cepas bacterianas de Escherichia coli e Staphylococcus
aureus;

e Avaliar o efeito citotéxico in vitro das fracdes purificadas, frente a linhagem

celular LNcaP de cancer de préstata.
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3 REREFENCIAL TEORICO

3.1 Familia Euphorbiaceae

A familia Euphorbiaceae é composta por 5 subfamilias, 49 tribos, 317
géneros, distribuidas nas regides tropicais e temperadas, é considerada uma das
maiores e mais complexas familias das Angiospermas (WEBSTER, 1994; SECCO et
al., 2012).  No Brasil, a familia Euphorbiaceae é representada por cerca de 1.000
espécies, distribuida em 80 géneros (BARROSO et al., 1991; CORDEIRO, 1992). No
Nordeste brasileiro é caracterizada como uma das familias mais importantes do
semiarido, sendo composta por 211 espécies e 45 géneros, com ampla distribuicéo
nas areas da caatinga, onde apresenta grande numero de espécies endémicas
(CORDEIRO et al., 2006; SATIRO; ROQUE, 2008).

Os representantes dessa familia caracterizam-se por apresentar habitos
heterogéneos, os quais incluem espécies herbaceas, arbustivas e arbéreas (FELIU,
2011). As Euphorbiaceaes, geralmente sao plantas latescentes, monéicas ou didicas,
com flores diclinas, sendo as flores pistiladas muito caracteristicas pelo gineceu
sincarpico, ovario supero e geralmente tricarpelar. Em relagéo ao fruto, em sua grande
maioria é capsular com deiscéncia explosiva, abrindo-se em trés mericarpos, sendo
conhecido como cépsula tricoca, trés mericarpos (SATIRO; ROQUE, 2008).

As espécies pertencentes a familia Euphorbiaceae, apresentam grande valor
econémico, nos diversos setores, como Farmacologico-medicinal, industrial,
madeireiro, ornamental e na producao de alimento (ALVES, 1999). Algumas espécies
pertencestes a essa familia sdo muito utilizadas na alimentacdo, principalmente na
regido Nordeste do Brasil, como a Manihot esculenta Crantz, dela é extraido a farinha
da mandioca, sendo um dos principais componentes das refeicbes da populacao
(CORREA et al., 2002). Outras espécies que representaram grande influéncia na
economia do pais, foram as espécies pertencentes ao género Hevea (seringueira),
pela extracdo do latex para producdo de borracha (RIBEIRO et al., 2004). Além
destas, outras espécies possuem grande valor econémico, tais como: mamona
(Ricinus communis L.), quebra-pedra (Phyllanthus niruri L.), marmeleiro (Croton
blanchetianus Baill), quebra-faca (Croton micans Mull. Arg.), velame (Croton
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heliotropiifolius Kunth), urtiga (Cnidosculos urens L. Arthur), flor-de-papagaio
(Euphorbia pulcherrima), coroa-de-cristo (Euphorbia milii Des Moul.) e pinhao-manso
(Jatropha curcas L.) (OLIVEIRA, 2013).

As Euphorbiaceas possuem um alto potencial terapéutico e caracteristicas
especificas que conferem a os membros dessa familia uma excelente atividade
medicinal. Por possuirem ampla distribuicado geografica em todos os continentes, a
familia apresenta alta capacidade de sobrevivéncia, como adaptacdes climaticas,
altas cargas de mutacdes, além de rapidas respostas, aos estimulos ambientas
(SOUZA, 2013). A alta capacidade de adaptacdo apresentada por esses individuos
permite a producdao de uma grande variedade de metabolitos secundarios (WMINE;
DAMME, 2011). Diversos compostos tais como fendis, ésteres, ricina, flavonoides,
saponinas, terpenos, alcaloides e taninos sdo encontrados nos diferentes membros
dessa familia, como relatados em estudos realizados por NOGUEIRA et al. (2014);
RANDAU et al., KIEM et al. (2009); GOEL et al. (2007); LIU et al. (2007); ROSSI et al.
(2003).

3.2 Género Cnidoscolus

O género Cnidoscolus Pohl compreende cerca de 50 a 75 espécies,
especificamente distribuida na América Tropical, mais precisamente, no México e
Nordeste do Brasil (WEBSTER, 1994). Uma das caracteristicas diagnésticas do
género Cnidoscolus, é a presenca de pelos urticantes em quase todas as suas partes
vegetativas e florais, esses quando tocados, provocam dores localizadas ou urticarias
(MUENSCHER, 1958; MELO, SALES, 2008).

No Brasil, o género € bem representado (aproximadamente 18 espécies),
especialmente na regido Nordeste (aproximadamente 10 espécies), sendo
classificada como um dos provaveis centros de diversidade do género (MACBRIDE,
1951). As espécies pertencentes a esse género sdo empregadas com diferentes
finalidades, tais como: forrageira, oleifera, laticifera, medicina popular e ornamentais
(MELO; SALES, 2008). Apesar do grande numero de espécies, o género € pouco
estudado no pais.

A maioria das espécies pertencentes a esse género apresentam-se como

arbustos ou subarbustos, no entanto, algumas espécies podem atingir estatura de
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arvores, seus caules sao consistentes e Umidos, com grande capacidade de
armazenamento de agua (MAHR, 2009). Apresentam em sua anatomia um unico
involucro floral, glandulas peciolares e seus estiletes sao multifidos e filiformes. Em
relacdo a morfologia do pélen, sdo porados, com trés nucleos. Sobre o peciolo,
possuem sete feixes livres em toda sua extensao. Essas caracteristicas, entre outras,
permitiram distinguir este género do género Jatropha, o qual durante muitos anos
foram confundidos (MCVAUGH,1944; MILLER & WEBSTER 1961; PUNT 1962;
WEBSTER & RUPERT 1973; NOWICKE 1994).

Na Caatinga, o género Cnidoscolus € representado por quatro espécies
utilizadas na medicina popular: Cnidoscolus infestus Pax e K. Hoffm., Cnidoscolus
pubescens Poh, Cnidoscolus quercifolius Pohl e Cnidoscolus urens (L). Arthur. Essas
espécies sao citadas no conhecimento popular para o tratamento de diversas
doencas, como agente antitumoral e anti-inflamatério, para o sistema genito-urinario,
antisséptico, dermatoldgicas, lesdes oftalmolégicas, hematomas, fraturas, feridas,
verrugas, disenteria, hemorragia, apendicite e reumatismo (AGRA et al., 2008).

3.3 Espécie Cnidoscolus urens (L.) Arthur

A Cnidosculos urens € a espécie que apresenta maior distribuicao dentre as
pertencentes ao género Cnidosculos, com incidéncia desde a porgcao oriental do
México até a Argentina (BURGER & HUFT 1995). No Brasil, a espécie € amplamente
distribuida, ocorrendo: no Nordeste (AL, BA, PB, PE, PIl, RN e SE), Sudeste (ES, MG
e RJ) e Centro-Oeste (DF), como apresentado na Figura 1 (MELO; SALES, 2008). E
conhecida pela populagdo como cansanc¢ao-de-leite, cansangao, arre-diabo, pinha-
queimadeira, urtiga, urtiga-de-mamao e urtiga-cansancao, sendo considerada uma
planta invasora de pastagens, beira de estrada e terrenos baldios (SATIRO; ROQUE,

2008).
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Figura 1 - Distribuicdo geogréafica da espécie Cnidoscolus urens (L.) Arthur no Brasil. Areas coloridas
nas cinco regiées (Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul) do Brasil mostram a presenga da espécie.
Fonte: Cordeiro; Secco, 2012. Cnidoscolus in Lista de Espécies da Flora do Brasil. Disponivel em:
http://floradobrasil.jbrj.gov.br/2012/index ?mode=dp&tid=17495

i
L
“}I‘"‘ .

. ;’\: \/‘\

("“'_’_J

Esta espécie € um subarbusto ou arbusto com cerca de 0,5-2,5 m de altura
(SATIRO; ROQUE, 2008). Apresentam caule algumas vezes intumescido na metade
superior, tricomas urticantes aciculiformes com 0,8 a 10 mm de comprimento nos
ramos, peciolo, lamina foliar, inflorescéncia, perianto e fruto, detalhes graficamente
representados na Figura 2 (MELO; SALES, 2008).


http://floradobrasil.jbrj.gov.br/2012/index?mode=dp&tid=17495
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Figura 2 - Pardmetros Morfolégicos de Cnidoscolus urens (L.) Arthur. 99. Ramo florido; 100. Folha, 101;
Tricoma urticante aciculiforme do ramo; 102. Tricoma urticante aciculiforme no peciolo; 103. Tricoma urticante
aciculiforme no fruto; 104. Face externa da estipula; 105. Face interna da estipula 106; Glandulas peciolares; 107.
Bractea em vista lateral; 108. Bractea em vista frontal; 109. Botao masculino; 110. Flor masculina; 111. Androceu;
112. Botao feminino; 113. Flor feminina; 114. Gineceu; 115. Perianto desprendido da flor feminina; 116. Disco
glandular da flor feminina; 117. Botdo masculino; 118. Flor masculina; 119. Androceu; 120. Botao feminino; 121.
Flor feminina; 122. Desprendimento do perianto da flor feminina; 123. Disco glandular da flor feminina; 124. Fruto;
125. Valva do fruto; 126. Semente face ventral; 127. Semente, face dorsal.

Fonte: MELO; SALES, 2008.

A Cnidoscolus urens distingue-se morfologicamente das demais espécies do
género pelas sépalas livres ou curtamente unidas das flores pistiladas, numero de
glandulas papiliformes na jungéo do peciolo com a lamina, e pelas flores estaminadas
com calice tubular-hipocrateriforme (MELO; SALES, 2008). Essa espécie €
evidenciada durante o ano todo, com maior floragéo e frutificagdo nos meses de abril
e junho, tal caracteristica atribui a espécie importantes recursos alimentares. Assim,
espécies que apresentam longos periodos de floracao e frutificacdo, constituem uma

importante fonte de recursos alimentares, pois ofertam estes recursos durante todo
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ano, mostrando-se pouco dependentes de precipitacdes (ARAUJO; LEAL; QUIRINO,
2012).

3.4 Metabdlitos Encontrados na Cnidoscolus urens

Os metabolitos secundarios sdo compostos quimicos de estrutura complexa,
produzidos por plantas, e tem fungcao de modular seus proprios metabolismos, variam
de acordo com a familia, género e espécie (FERREIRA; PINTO, 2010). As principais
classes de compostos derivados do metabolismo secundario de plantas sao: Taninos,
Flavonoides, Oleos esséncias, alcaloides, cumarinas, antraquinonas e saponinas
(SIMOES et al., 2010). Devido a sua complexa estrutura quimica, os metabolitos
secundarios podem alcancar alvos terapéuticos de doencas humanas (GOMES,
2014). Nesse contexto, diversos compostos com acao especifica sobre diversas
doencas, podem ser isolados, dentro das classes de metabolitos secundarios
produzidos pelas plantas.

Em estudos realizados por Dominguez et al. (1992), foi isolado e identificado
duas substancias da Cnidosculos urens, pelos métodos de espectrometria de massa,
infravermelho, ressonancia magnética nuclear de 3C e 'H, espectroscopia ultravioleta
e cristalografia de raios-X, identificaram a xochitloldione e a isoxochitlolone, Figuras 3
e 4, respectivamente, este ultimo composto apresentou atividade frente Escherichia
coli e Staphylococcus aureus.
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Figura 3 - Estrutura Quimica da Figura 4 - Estrutura Quimica da
xochitloldione, isolada a partir da isoxochitlolone, isolada a partir da
Cnidoscolus urens. Fonte: SOUZA, Cnidoscolus urens. Fonte: SOUZA, 2014.
2014.

SOBRINHO et. al. (2012), a partir da extracdo com metanol das partes aéreas,
identificou a presenca de antocianinas, derivados de antraquinonas, antraquinonas,
cumarinas, flavonoides, taninos, triterpenos, esteroides, mono e diterpenos e xantinas,
ainda pelo mesmo método foi possivel identificar a presenca de derivados de
antraquinonas, cumarinas, lignanas, mono e diterpenos, saponinas, triterpenos e
esteroides, nas raizes da Cnidosculos urens.

Em pesquisas realizadas por MENEZES et al. (2014), foi isolado uma fracao
rica em proteinas das folhas de Cnidoscolus urens, apresentando grande quantidade
de enzimas proteoliticas, as fragdes foram avaliadas quanto aos efeitos na cascata de
coagulacao, especificamente a atividade fibrinolitica e pro-coagulante. As fracoes
isoladas mostraram-se promissoras para 0 uso no tratamento de disturbios
hemorragicos e trombadticos.

Diante do crescente numero de artigos publicados quanto a investigagéo da
atividade bioldgica exercida pelas plantas, a Cnidoscolus urens apresenta-se como
uma das espécies mais relata em estudos etnofarmacoldgicos. Na medicina popular
acredita-se que essa espécie possua agao contra canceres, processos inflamatérios
diversos, dores generalizadas, problemas renais, disenteria, hemorragias, apendicite
e reumatismo (ALBUQUERQUE, 2006; AGRA et al., 2008).
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3.5 Produtos Naturais no Desenvolvimento de Farmacos

O uso dos produtos naturais visando o tratamento e a cura das enfermidades
pela humanidade, advém desde de tempos imemoriais. Assim, 0 consumo de ervas e
folhas como recurso terapéutico foi uma das primeiras praticas de uso dos produtos
naturais ao longo do desenvolvimento da humanidade. As civilizagdes Oriental e
Ocidental sdo as que mais apresentaram relatos de uso dos produtos naturais na area
da medicina, no controle de praga e em mecanismos de defesa (VIEGAS-JUNIOR et
al., 2006).

Dentre os diversos reinos existentes, o reino vegetal € o que mais contribui
para producdo de substancias biologicamente ativas. Segundo GOTTLIEB et al.
(1996) os metabolitos especiais, hoje conceituados como metabdlicos secundarios,
desempenharam um papel fundamental no desenvolvimento da quimica organica
sintética moderna. O desenvolvimento da quimica organica ocorreu paralelamente ao
estudo de plantas, especialmente a partir do século XIX, com o registro dos primeiros
estudos cientificos sobre plantas (MONTANARI; BOLZANI, 2001).

Até o século XIX, em virtude do desenvolvimento da quimica analitica, e da
existéncia de uma medicina tradicional fundamentada em farmacopeias estabelecidas
ao longo do tempo, a obtencéo dos farmacos se dava a partir das plantas medicinais.
Nesse contexto, diversos farmacos, ao longo desse século, foram isolados a partir de
plantas medicinais, destacando-se: Emetina (1817), Colchina (1820), Quimina (1820),
Salicina (1827), Atropina (1831), Morfina (1832), Quinidina (1833), Codeina (1848) e
Efedrina (1887) (FILHO; YUNES, 2001).

Durante o periodo de 1900 a 1940, os produtos naturais foram considerados
sem muito valor para quimica mundial, no entanto a partir de 1940 os produtos
naturais voltaram ao cenario de interesse mundial, pela grande obtencdo de
antibioticos a partir do isolamento de substancias advindas fontes naturais, sendo
produzindo os seguintes antibidticos: Penicilina (1939), Actinomicina (1942),
Estreptomicina (1943), Cloramfenicol (1947), Neomicina (1949), e Eritromicina (1950)
e assim, foi considerada a década dos antibiéticos (FILHO; YUNES, 2001).

A utilizagdo dos produtos naturais como matéria-prima para a sintese de
substancias bioativas, especificamente para o desenvolvimento de farmacos, tem sido
amplamente relatada ao longo dos anos. Um exemplo, foi a enorme contribuigdo dos
trabalhos de Russell E. Marker (1937), em relacdo a sintese dos horménios
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esteroides, progesterona a partir de saponinas isoladas da planta Dioscorea
macrostachya Benth, que contém diosgenina (FRAGA et al. 2010).

E evidenciado a relevancia dos metabélicos secundarios, produzidos pelas
plantas, quando, apresentando fungdes especificas, atingem pontos direcionados no
trato terapéutico de enfermidades acometidas nos seres humanos. Com isso, um
namero de principios ativos que representam relevancia farmacolégica, encontrados
nos extratos vegetais, é resultante dos metabdlitos secundarios (FERREIRA; PINTO,
2010).

O interesse nos produtos naturais ou suas estruturas como base para o
desenvolvimento de uma entidade farmacéutica final, ainda esta bem forte no cenario
mundial. Na area do cancer, no periodo de 1940 a 2014, das 175 moléculas aprovadas
pela Food and Drug Administration (FDA), 131 ou 75%, ndo sao totalmente sintéticas,
com 85 ou 49%, sendo advindas de produtos naturais ou derivadas diretamente deles.
Em outras areas os produtos naturais apresentam bastante relevancia, como na area
anti-infecciosa, sendo dependente de produtos naturais ou de suas estruturas
(NEWMAN; CRAGG, 2016).

O Brasil detém uma das maiores biodiversidades do planeta em toda sua
extensao territorial, e atrelado a isso, esta a forte cultura de utilizagao de plantas
medicinais pela populagdo, sendo caracterizando como um promissor produtor de
novos farmacos, diante da infinidade de substancias que podem se isoladas a partir
de suas fontes naturais. Desse modo, o pais encontra-se entre os 10 maiores
consumidores de fitoterapicos do planeta (OLIVEIRA et al., 2012). No entanto, apenas
uma pequena parcela dessa biodiversidade, tem sido pesquisada cientificamente
quanto ao seu potencial terapéutico.

Devido a grande importancia mundial desempenhada pelos produtos naturais,
€ notoéria a necessidade de associacdo entre a médica tradicional e a medicina
alternativa, pois nem sempre é obtido um potencial terapéutico ideal resultante apenas
da médica tradicional. Visto isso, vem sendo incentivadas a criagdo de programas de
saude especificos para cada local, baseados no perfil socioeconédmico da regido
(OLIVEIRA et al., 2012).

Diante da necessidade de garantir a segurangca no uso de produtos
fitoterdpicos e drogas de origem vegetal, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), estabelece requisitos e normas direcionados ao registro, producéo e
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fiscalizacdo. A aprovacao depende também da comprovagdo da acao terapéutica
mediante a ensaios nao clinicos e clinicos de seguranca e eficacia.

Assim, é de grande relevancia que o Brasil, diante de seu enorme patriménio
biolégico, e seu rico conhecimento na medicina popular, acumulado por geragoes,
estabeleca programas de politicas publicas eficientes, que visem o desenvolvimento
e esclarecimento ao publico, englobando a classe médica, sobre 0 uso e seguranga
das plantas medicinais, como uma alternativa terapéutico (GOMES, 2014). Outro
aspecto de enorme contribuicao é que profissionais habilitados, envolvam-se desde o
estudo e identificacao dos principios ativos, até o controle de qualidade dos produtos
oferecidos a populacao (FERREIRA; PINTO, 2010).

3. 6 Cancer

O termo “cancer” é empregado de forma genérica, referente ao conjunto de
mais de cem doencas, que apresentam em comum, O crescimento celular
desordenado e a invasdo de tecidos e 6rgdos vizinhos (MINISTERIO DA SAUDE,
2011).

Ao longo da historia diversos relatos sdo encontrados sobre a doenga,
inclusive um dos relatos mais antigo sobre a incidéncia do cancer, data o ano de 1500
a.C, descrita em papiros como Ulcera incuravel com resisténcia a tratamentos. Em
377 a. C., Hipdcrates, descreveu enfermidades que apresentavam semelhanga aos
canceres de estdbmago, mama, utero e pele. Assim, o cancer ndo € uma doenga nova,
a presenca na humanidade é conhecida a milénios (KROEFE, 1946; GAROFOLO et
al., 2004; CARVALHO, 2006).

O céncer era considerado uma doenca silenciosa que matava em segredo.
Devido a falta de conhecimento sobre a doenca, somente no final do século XVIII, o
cancer comegaria a ser entendido, pela forma como o tumor progrediria levando a
destruicdo dos o6rgaos. Diante do fato da doencga ser extremamente invasiva e
progredir rapidamente, atrelado a sua fatalidade, ao cancer foi atribuido um protétipo
estigmatizado, pelo qual, a pessoa acometida a essa doenca, teria morte precoce e
deveria ser afastada do convivio social. Tal rejeicdo deu-se pela cres¢ca do carater
contagioso do cancer, que permaneceu até as duas primeiras décadas do século XX
(CARVALHO, 2006).
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Atualmente, o termo “céncer” € empregado para referir-se a neoplasia
maligna. A neoplasia pode ser definida como sendo, a proliferacdo desordenada de
uma nova massa celular ou tecido do corpo. Uma neoplasia pode ser benigna ou
maligna (BOGLIOLO, 1998; MOURA et al., 2001). As células perdem a capacidade
de diferenciacao, devido a alteragcdes nos genes responsaveis pela regulacdo do
crescimento e diferenciagéo celular (MESQUITA, 2009).

O céancer é caracterizado pela presenca de células heterogéneas, as quais,
apresentam mutacdes e desregulacdes epigenéticas, sendo capazes de realizarem
interagdes, umas com as outras, € com 0 microambiente ao seu redor. Tais interacoes,
provocam alteracoes morfolégicas, funcionais e moleculares (HANAHAN &
WEINBERG, 2011; SAMPAIO, 2017). As principais caracteristicas do cancer, estéo
relacionadas a autossuficiéncia nos sinais de crescimento, insensibilidade a sinais
inibitérios de crescimento e apoptose celular, inducado da angiogénese, ativacao da
invasdo e metastase, reprogramagao do metabolismo energético e a evasdo da
destruicao imunolégica (HANAHAN & WEINBERG, 2011).

Diversos fatores podem ser responsaveis para o desenvolvimento do cancer,
sendo externos ou internos ao organismo, ou ainda podem estar inter-relacionados.
Os fatores externos, referem-se ao meio ambiente e aos hébitos, relacionados a um
ambiente social e cultural. Ja os fatores internos, estdo ligadas em sua grande
maioria, a fatores geneticamente pré-definidos, ou seja, a capacidade do organismo
em responder as agressoes externas (MARTORANO, 2012). Estes fatores, interagem
de varias formas, e assim, podem aumentar a probabilidade de transformacdes das
células normais para células de carater maligno. Dentre os casos de cancer, cerca de
80%, sado associados aos fatores de risco, encontrados no meio ambiente (INCA,
2011). De modo geral, relaciona-se, como ambiente, 0 meio em geral (agua, terra e
ar), o ambiente ocupacional (quando a insalubridade), ambiente social e cultural (estilo
de vida e habitos) e o ambiente de consumo (Relacionado a alimentagdo e
medicamentos) (MARTORANO, 2012; INCA, 2011).

3.6.1 Proliferacdo Celular e Cancer

Existem diversos mecanismos envolvidos na evolugdo de uma célula normal

para uma célula potencialmente maligna, em sua grande maioria, interferem na
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diviséo celular. Desse modo, o conhecimento do ciclo celular e de seus mecanismos,
€ essencial para a compreensao da etimologia do cancer (ALMEIDA et al., 2005).

O ciclo celular consiste em uma série de eventos responsaveis pela
duplicacao do DNA e divisao nuclear (mitose), resultando na producao de uma nova
célula. Antes de iniciar o ciclo celular as células encontram-se em repouso, conhecida
como fase G° nessa fase as células sdo estimuladas por fatores de crescimento,
hormdnios, esteroides e citocinas, sintetizados pela propria célula. Tais fatores ligam-
se aos receptores da membrana, desencadeado uma série de eventos quimicos e
fisioldgicos, ocorrendo de modo sucessivo e ordenado dentro de cada fase de divisao
do ciclo celular (G'.S e G2) (BELIZARIO, 2002). A Figura 5 mostra as fases do ciclo
celular.

Apos a saida da fase GO, o ciclo celular inicia-se com a fase G', nessa etapa
ocorre 0 aumento celular e a duplicagéo de organelas presentes no citoplasma. Em
seguida na fase S, ocorre a replicacao do DNA. Ao fim desta, a célula entra na fase
G2, sendo sintetizada as organelas e preparando a célula para a fase M (mitose). Na
fase M, ocorre a divisdo propriamente dita da célula, onde a célula mae divide-se ao
meio, originado duas células filhas (RIVOIRE et al., 2001).
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Figura 5 - Fases do ciclo celular. A G°¢é a fase repouso das células, antes de iniciar o ciclo celular,
nessa fase nao ocorre a proliferacdo tecidual. A fase G', representa o inicio do ciclo celular, ocorre a
sintese do RNA e proteinas necessarias para formacédo do DNA. A fase S é marcada pela etapa de
sintese do DNA e duplicagédo do material genético. Na fase G2 ocorre a sintese de RNA e de proteinas.
A fase M é a ultima fase do ciclo, ocorre a separacdo dos cromossomos e duplicacdo das células.
Disponivel em: htip.//stopcancerportugal.com/2016/06/30/seja-curioso-quimioterapia-nas-celulas-tumorais/.

O Ciclo celular é positivamente regulado e controlado por vias sinalizadoras.
A progressdao de uma fase para a outra do ciclo, é determinada por uma série
proteinas chamadas “quinases dependentes de ciclinas” (CDKs). Durante as fases do
ciclo a o aumento dos niveis de ciclinas, determinado o momento de ligagao as CDKs.
Apds a formagao do complexo CDKs-ciclinas, tais enzimas promovem a fosforilagao
de uma série de substratos-chave, levando a progresséao, a fase seguinte do ciclo
(WAR, 2002). Na Figura 6 estdo esquematizados o processo de formacado do
complexo CDKs-ciclinas, com os respectivos reguladores do ciclo celular.

Do mesmo modo que o ciclo celular tem processos que promovem a iniciagao
da replicacdo, é necessario sistemas que regulem tais processos, assim, a célula
conta com um grupo de inibidores que atuam impedindo ou regulando de forma
negativa as vias de progresséo do ciclo celular. Os inibidores de CDKs s&o proteinas
gue atuam inibindo o ciclo celular, blogueando o ciclo na fase G' que ocorre em células
normais que sofrem dano no DNA (THOMAZI, 2010). Distingue-se duas familias de
inibidores (CDKIs), baseados no seu mecanismo de ag¢do, homologia e CDK- alvo,
Familia 1 que engloba as proteinas p21, p27 e p57, e a Familia 2 com as proteinas
p15, p16, p18 e p 19 (WAR, 2002).


http://stopcancerportugal.com/2016/06/30/seja-curioso-quimioterapia-nas-celulas-tumorais/
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Figura 6 - Vias de Regulacéo do Ciclo Celular. A formagao dos complexos de CDKs-ciclinas, promove
a progressdo do ciclo celular para proxima etapa. A célula deixa a fase G° a partir de estimulos
mitogénicos, e ocorre a sintese de Ciclinas Tipo D, com formagao dos complexos CDK- 4 e CDK- 6.
No final da fase G' ocorre a sintese Ciclina E, e complexagédo de E- CDH- 2, a qual proporciona a
mudanga para fase S. A partir dessa etapa a Ciclina A liga-se a CDK-2, estimulando a sintese do
DNA. Nafase G2ocorre a complexagéo Ciclina A-CDK, induzindo a mitose, assim, o complexo Ciclina
A-CDK, estimula a formacdo do conjugado Ciclina B-CDK2 que finaliza a mitose. Disponivel em:
http://www.biocancer.com/journal/1095/2-ciclo-celular-y-cancer.
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Os processos responsaveis pela proliferacdo e diferenciagao celular sao
rigorosamente controlados para estabelecer o funcionamento correto da célula. A
ocorréncia de alteracoes nesses processos pode gerar modificagdes na fisiologia da
célula normal, e desse modo, induzir ao desenvolvimento do tumor. A carcinogénese
€ caracterizada como sendo um processo complexo, e ainda pouco entendido, que
ocorre em diversas etapas, nas quais, as células tornam-se malignas, a partir de uma
série de mutacdes de carater progressivas e acumulativas, tais mutacbes podem
ocorrer pelas lesbes causadas ao DNA a partir da interagdo por agentes fisicos,
quimicos ou biolégicos (AMENDOLA; VIEIRA, 2000).

Apesar da célula dispor de eficientes mecanismos de regulacao e reparo, que
removem grande parte das lesdes causadas ao material genético, uma pequena
parcela dessas lesdes nao é repara, ou é reparada de forma errada. Assim, como
consequéncia das falhas nos processos de reparos ao DNA, ocorrem as mutacées. A

transformacdo neoplasica tem inicio quando estas mutagdes alteram a funcao
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desempenhada por genes especificos, envolvidos na regulacéo direta ou indireta da
proliferacdo ou a sobrevida das células, conhecidos como proto-oncogenes e genes
supressores de tumor (AMENDOLA; VIEIRA, 2000).

Os proto-oncogenes atuam no sentido de estimular a divisdo celular, sao
ativos na fase embrionaria e inativos nas células adultas, esses genes quando sofrem
mutacdo transformando-se em oncogenes, permanecendo ativos, gerando
amplificagdo dos sinais de crescimento, e sdao responsaveis pela marginalizacdo de
células normais. Os oncogenes sao geneticamente dominantes, a mutagcdo em uma
copia de proto-oncogene é suficiente para produzir o fenétipo. Emrelacao a os genes
supressores de tumor, trata-se de genes que atuam regulando os sinais de
crescimento celular, permitindo o reparo do DNA, tais genes exercem fungdo no
controle da parada do ciclo celular, e podem induzir a morte celular programada (WAR,
2002; MARTINEZ et. al., 2006).

A carcinogénese é um processo lento, podendo levar anos até a instalagao e
marginalizacdo das células normais, e consequentemente a formagado de um tumor
clinicamente detectavel (INCA, 2011). Tal processo é dividido em trés fases, como
apresentado na Figura 7. A primeira fase consiste na iniciacao, as células sofrem acéao
dos agentes carcinogénicos, conhecidos como oncoiniciadores, capazes de promover
alteracbes em genes antes inalterados. A fase seguinte a iniciagdo é conhecida como
promocgao, nessa fase as células alteradas, sofrem efeito prolongado do agente
cancerigeno, induzindo a expressao de proto-oncogenes. As células geneticamente
modificadas, ou iniciadas, sao transformadas em malignas, sendo um processo lento
e gradual. Por fim, o ultimo estagio da carcinogénese é denominado de progresséao, €
caracterizado pela multiplicagdo descontrolada, sendo um processo irreversivel.
Nessa etapa, o tumor maligno ja estd estalado, com capacidade de evolucdo até
surgimento das primeiras manifestacées clinicas (CHABNER & LONGO, 1996;
SPSENCE & JONHSTON, 2001; KUMAR et al., 2004; JUNG at al., 2006).
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Figura 7 - Fases do processo da carcinogénese. 1) Estagio de iniciacao, nessa fase os genes sofrem
acao dos agentes cancerigenos. 2) Estagio de promocao, os agentes oncopromotores atuam na célula
ja alterada. 3) Estagio de progressao, esse estagio € caracterizado pela multiplicacdo desordenada e

irreversivel da célula.

1

1) Estagio de iniciagdo

2) Estagio de promogéo

3) Estagio de progressio

Fonte: INCA, 2011.

3.7 Incidéncia do Cancer no Mundo

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, o cancer é a segunda

principal causa de morte no mundo, sendo responsavel por cerca de 9,6 milhdes de

mortes em 2018. Estima-se que cerca de 1 em 6 mortes é decorrente do cancer, com

maior incidéncia em paises de baixa e média renda, graficamente representado na
Figura 8 (WHOSIS, 2018).

Figura 8 - Estimativa das taxas de incidéncia de cancer padronizadas para 2018. Foram considerados
todos os tipos de canceres, que atingem ambos os sexos, sem restricdo quanto a faixa etaria.
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Fonte: GLOBOCAN, 2018
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O aumento da carga de cancer é decorrente de varios fatores, incluindo
fatores relacionados ao crescimento populacional e envelhecimento, bem como, a
causas ligadas ao desenvolvimento econémico e social. Estima-se que metade das
mortes por cancer em ambos 0s sexos, ocorrera na Asia, em partes porque a regido
concentra quase 60% da populacao global. A Europa detém 23,4% dos casos globais
de cancer, com 20,3% dos casos de morte decorrente da doenca. Nas Américas a
porcentagem de incidéncia dos casos e de 21,0% e com 14,4% das mortes decorrente
de cancer no mundo (IARC, 2018).

O céancer de pulméo e de mama feminino, apresentam-se como 0s principais
tipos de cancer de maior incidéncia em termos de novos casos diagnosticados a cada
ano. Para cada um desses tipos, aproximadamente 2,1 milhdes de casos foram
diagnosticados em 2018, com cerca de 11,6% da carga total de incidéncia do cancer
no mundo. O céancer colorretal é o terceiro mais diagnosticado, com 1,8 milhdes de
casos, 0 quarto tipo de cancer mais evidenciado é o de préstata, com 1,3 milhdes de
casos, 0 quinto e ultimo tipo com maior evidéncia a nivel mundial é o cancer de
estbmago, com cerca de 1,0 milhdo dos casos e um percentual de 5,7% do total,
Figura 9 (IARC, 2018).
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Figura 9 - Numero de novos casos de cancer em 2018, que atingem ambos os sexos, em todas as
idades.
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Fonte: Adaptado GLOBOCAN, 2018

Os principais fatores de risco para o cancer em todo mundo estdo
relacionados ao consumo de alcool, tabaco e inatividade fisica, sendo também
considerados os quatro fatores de risco para outras doengas ndo-transmissiveis.
Outros fatores de risco para o desenvolvimento da doencga, relaciona-se com as
infec¢des cronicas, as quais, apresentam grade relevancia em paises de baixa e
média renda. Em 2012, aproximadamente 15% doas casos diagnosticados, foram
decorrentes das infecgdes carcinogénicas, entre elas Helicobacter pylori,
papilomavirus humano (HPV), os virus da Hepatite B e Hepatite C, bem como o virus
Epstein-Barr (OPAS, 2018).

Diversos estudos mostram que os custos com a assisténcia oncoldgica tém
aumentado consideravel nas ultimas décadas. Segundo a OMS sé em 2010 o custo
econbémico do cancer foi estimando em 1,16 trilhao de délares no mundo. Os custos
com o cancer para sociedade sdo divididos em diretos e indiretos, os diretos estao
relacionados com o custo utilizados para prevencao e tratamento, ja os indiretos

referem-se aos recursos relativos a anos de vida perdidos por incapacidade para o
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trabalho, incapacidade permanente e obtido antes dos 65 anos. Em diversos paises
tais custos com o cancer representam cerca de 70% a 85% dos custos totais. No
Canada por exemplo, os custos indiretos sao estimados em 83% do total, enquanto
nos Estados Unidos esses custos representam 71% (ANS, 2016).

A Organizag¢ao Mundial da Saude prever em 2030, um aumento significativo
no quadro estatistico do cancer no mundo, cerca de 27 milhbes de novos casos
incidentes, e 17 milhdes de mortes pela doenga, com 75 milhdes de pessoas vivendo
com a cancer (INCA/MS 2011).

3.7.1 Incidéncia de Cancer no Brasil

No Brasil, estima-se para 2018-2019, que cerca de 600 mil novos casos de
cancer serao evidenciados no pais, para cada ano. Com excec¢ao do cancer de pele
nao melanoma, com a incidéncia de cerca de 170 mil novos casos. Tais estimativas
refletem diretamente o perfil do pais, que possui os canceres de préstata, pulmao,
mama feminino e reto como sendo os de maior incidéncia, porém, no pais sao
evidenciadas altas taxas também para os canceres do colo do Utero, estbmago e
es6fago (INCA, 2018).

A incidéncia do cancer no pais tem aumentado consideravelmente ao logo do
tempo e, alguns tipos de canceres estao associados ao status social (ROSAS et al.,
2013). Os canceres de mama feminino, prostata, pulmao, colén e reto, estdo
relacionados a urbanizagdo, e sdo mais evidenciados nos paises desenvolvidos.
Enquanto, os tipos de cénceres associados a infecgdes, como o de colo de utero,
estbmago, esbfago e figado, apresentam maiores taxas de ocorréncia em paises de
baixo e médio desenvolvimento, porém, mesmo com baixas taxas de incidéncia, a
mortalidade representa cerca de 80% dos casos de 6bitos por canceres no mundo
(FERLAY et al., 2013).

As estimativas apresentadas para o Brasil, assemelham-se as previstas para
paises desenvolvidos, contudo, ainda é evidenciado um grande numero de canceres,
associados a infecgdes, sendo caracteristicos de paises em desenvolvimento. Esses
dados representam um reflexo das desigualdades regionais existentes no pais,
associadas as condigdes socioeconOmicas, a0 acesso a servicos de saude para
diagnostico rapido e tratamento adequado (SANTOS, 2018).
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Dentre os tipos de cancer existentes no pais, o cancer de prostata em homens
com cerca de 68 mil novos casos, e o de mama em mulheres, apresentando cerca de
60 mil casos, serdo os dois tipos de cancer com maior frequéncia e numeros de casos.
Os tipos de cancer de maior incidéncia nos homens serao préstata (31,7%), pulmao
(8,7%), intestino (8,1%), estbmago (6,3%) e cavidade oral (5,2%). Nas mulheres, os
canceres de mama (29,5%), intestino (9,4%), colo do utero (8,1%), pulmao (6,2%) e
tireoide (4,0%) estarao entre os principais (INCA/MS, 2018).

Em relacdo a incidéncia da doenca por Regido geogréfica, nota-se uma
grande variacao na magnitude e nos tipos de cancer entre as diferentes regides do
pais. As regides Sul e Sudeste, concentram 70% da incidéncia de novos casos, com
metade dessa incidéncia, sendo predominante na Regido Sudeste. Nessas Regides
os tipos predominantes sdo os canceres de préstata, mama feminino, pulmao e
intestino. A Regiao Centro-Oeste apresenta em seu perfil os canceres de colo de Utero
e estdbmago, como sendo os de maior predominancia em numeros de casos. Nas
Regides Norte e Nordeste, apesar de apresentarem os canceres de prostata e de
mama, como sendo 0s de maior ocorréncia, o aumento nos casos de canceres de colo
de Utero e estdbmago demostrou forte impacto nessa populacdo. Na Regiao Norte as
taxas de canceres de mama e colo de Utero se equivalem entre as mulheres, dados
distribuidos na Tabela 1 (INCA, 2018).
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Tabela 1 - Estimativas para 2018 do nimero de novos casos de cancer, por regido.

Localizagao Primaria Norte Nordeste Centro-Oeste Sul Sudeste
Prostata 2.700 15.820 5.330 14.290  30.080
Mama Feminina 1.730 11.860 4200 11.030  30.880
Colo de Utero 2.300 6.030 1.490  2.130 4.420
Traqueia, Bronquio e Pulmao  1.340 5.230 2.300 8.460 13.940
Cdlon e Reto 1.110 5.060 2.820 6.730  20.640
Estomago 1.630 5.250 1.460 3.870 9.080
Cavidade Oral 500 2.810 1.030 2.820 7.540
Laringe 340 1.770 520 1.760 3.280
Bexiga 270 1.470 640 2.040 5.060
Eso6fago 330 2.110 740 3.260 4.350
Ovario 270 1.480 470 1.080 2.850
Linfoma de Hodgkin 180 510 170 560 1.110
Linfoma nao Hodgkin 430 1.880 760 1.970 5.140
Glandula Tireoide 350 2.720 550 1.120 4.870
Sistema Nervoso Central 540 2.390 860 2.790 4.740
Leucemias 700 2.470 710 2.260 4.660
Corpo do Utero 200 1.470 460 1.070 3.400
Pele Melanoma 170 730 450 2.00 2.910
Outras Localizac6es 3.600 17.650 5.620 18.170 32.670
Subtotal 18.690 88.710 30.580 87.410 191.620
Pele ndo Melanoma 4.670 28.570 13.030 38.320 80.990
Total 23.360 117.280 43.610 125.730 272.610

Fonte: INCA, 2018.

3.7.2 Género Cnidoscolus e Cancer

O Brasil é um pais que apresenta uma forte cultura do uso de fitoterapicos
para cura e tratamento de diversas doencgas, essa pratica é repetida a geragoes,
sendo o conhecimento sobre plantas, o Unico recurso terapéutico de muitas
comunidades e grupos étnicos (MACIEL et al., 2002). O uso de plantas como fonte
de tratamento das enfermidades, acometidas pela populagdo, esta associado a
comprovagdo de sua eficacia, com o uso popular (SILVA, 2015). Nesse contexto, o
uso de plantas medicinais pela populagdo, também se aplicou ao tratamento do
cancer.

Diversas espécies pertencentes ao género Cnidoscolus, sao relatadas em
levantamentos etnofarmacologicos, quanto ao seu uso pela populagdo para o
tratamento do cancer. Dentre as espécies pertencentes a esse género, a Cnidoscolus
obtusifolius Pohl ex Baill e a Cnidoscolus urnes (L.) Arthur, foram as mais citadas pela

populagcdo, como um recurso alternativo para o tratamento do cancer, a forma de uso
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dessas espécies, é feita a partir de chas de partes especificas para cada espécie
(ALBUQUERQUE et al., 2011).

As espécies pertencentes a esse género constituem uma importante fonte de
moléculas com atividade terapéutica, sendo evidenciados diversoms metabolitos
secundarios em triagens fitoquimicas realizadas paras as espécies, Cnidoscolus
infestus Pax e K. Hoffm., Cnidoscolus pubescens Pohl, Cnidoscolus quercifolius Pohl
e Cnidoscolus urens (L). Arthur, tais como, Antocianinas, Derivados antracénicos
Antraquinonas, Cumarinas, Flavonoides e Taninos, Liganas, Mono e diterpenos,
Naftoquinonas, Saponinas, Triterpenos e esterdides, Xantinas (SOBRINHO et al.,
2012).

Dentro das classes de metabolitos mencionados acima, diversos compostos
podem ser isolados, e avaliados quanto ao seu possivel uso para o desenvolvimento
de um farmaco efetivo no combate ao cancer.

3.7.3 Antineoplasicos de Origem Vegetal

As plantas possuem uma longa histéria, quanto ao seu uso, no tratamento do
cancer (HARTWELL, 1982). Os compostos derivados de plantas, apresentam-se,
como uma fonte de moléculas clinicamente Uteis para o tratamento e combate ao
cancer, além disto, possuem diversos mecanismos de atuacao (GRAGG; NEWMAN,
2005). A complexidade estrutural dos constituintes quimicos produzidos por plantas,
confere a estas moléculas, mecanismos de agéo inovadores, e em alguns casos, uma
unica molécula é capaz de atuar em varios alvos diferentes, contribuindo para
regressao do tumor, com menor ocorréncia de efeitos adversos e em menor tempo
(RANJAN et al., 2015; SHANMUGAM et al., 2016).

Os primeiros agentes antineoplasicos obtidos de produtos naturais a serem
utilizados clinicamente, foram os alcaloides da vinca, isolados a partir da Catharanthus
roseus (Apocynaceae), a vinblastina e vincristina. A Catharanthus roseus, foi bastante
utilizada na medicina popular para o tratamento de Diabetes, sendo os compostos,
vimblastina e vincristina, descobertos durantes investigacdes, sobre plantas com
potencial hipoglicemiantes (CRAGG; NEWMAN, 2009). A partir da descoberta destes
compostos, e seu potencial de agdo, no combate ao cancer, a vincristina e vimblastina,

passaram a ser utilizadas no tratamento de diversos canceres, tais como cancer de
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pulmao, linfomas, leucemias, cancer de mama, cancer testicular e Sarcoma de Kaposi
(LU et al., 2012).

Outros compostos que apresentam relevancia no tratamento do céancer, sao
os compostos derivados da epipodofilotoxina, o etoposideo e teniposideo, séo
derivados semissintéticos que atuam por inibicio das Topoisomerases I,
estabilizando o complexo enzima-DNA e impedindo a replicagdo (PRATT et al., 1994;
HUSSON e BECKER, 1995). A epipodofilotoxina é um isémero da podofiloxina,
isolado como antitumoral das raizes das espécies do género Podophyllum (CRAGG;
NEWMAN, 2009). O etoposideo é indicado, principalmente, para canceres dos
brénquios e tumores embrionarios de testiculos, ja o teniposideo, é utilizado pra
alguns linfomas e tumores cerebrais (SCHENKEL et al., 2010).

Os taxanos também constituem um importante grupo de agentes
quimioterapicos derivados de espécies do género Taxus. O principal representante
desse grupo é o paclitaxel (Taxol®), é utilizado no tratamento do cancer de mama, de
ovario e pulmao. O docetaxel (Taxotere®), € um derivado semissintético do paclitaxel,
€ utilizado principalmente no tratamento do cancer de mama (CRAGG; NEWMAN,
2009; OLIVEIRA, 2017). Além destes, os compostos derivados da camptotecina,
obtido da espécie Camptotheca acuminata, sao utilizados no tratamento de linfomas,
cancer testicular e de colorretal. Os derivados semissintéticos da camptotecina, o
topotecano e irinotecano, atuam como inibidores das Topoisomerases do tipo |
(PRAKASH et al.,, 2013). A Figura 10 mostra a estrutura quimica dos principais
agentes antineoplasicos, obtidos a partir de produtos naturais.
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Figura 10 - Estrutura quimica das substancias obtidas de produtos naturais, utilizados como
antineoplasicos.

Paclitaxel Camptotecina Podofilotoxina

Fonte: OLIVEIRA JR, 2017.

3.8 Consideracoes sobre a Atividade Antibacteriana

Ao longo das ultimas décadas, desde do processo de descoberta das
penicilinas naturais e, com o avango da industria farmacéutica, diversos antibiéticos
foram produzidos e, com amplo espectro de acao. No entanto, o uso indiscriminado
de antibidticos, desencadeia a resisténcia bacteriana e assim, limita as opg¢des
terapéuticas dos processos infecciosos (CUNICO et al., 2004). A emergéncia de
patdgenos resistentes, € um fator limitante ao desenvolvimento de novos antibiéticos
(MOELLERING Jr, 2000). Diante do fator de resisténcia dos microrganismos, é
necessario o desenvolvimento de antibidticos que sejam cada vez mais eficazes, uma
vez que, qualquer novo antibidtico, vem acompanhado pela resisténcia dos
microrganismos (ANTUNES et al., 2006).

As propriedades antimicrobianas de substancias encontradas em extratos e
6leos essenciais advindos de plantas, a partir de seu metabolismo, tem despertado
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interesse de pesquisadores, em relacao aos mecanismos de acao e o possivel uso
para o desenvolvimento de antibiéticos (JANSEN, SCHEFFER, BAERHEIM, 1987).

O interesse dos pesquisadores pelas plantas é devido a grande variedade de
substancias de natureza quimica, sintetizadas a partir de seu metabolismo, as quais,
podem servir de base para producao de farmacos eficientes. Dentro das classes de
metabolitos secundarios produzidos por plantas, representam grande interesse
compostos, tais como, terpenoides, alcaloides, lecitinas, polipeptidios, substancias
fendlicas e polifenéis (RESCHKE; MARQUES; MAYWORM, 2007; HAIDA et al.,
2007).

Os compostos isolados a partir de plantas apresentem estruturas diferentes
dos antibiéticos obtidos a partir de bactérias, leveduras e de fungos (ARAUJO, 2011).
Desse modo, podem atuar na inativacao dos processos enzimaticos, em nivel nuclear
ou ribossomal, provocando alteracbes nas membranas, ou ainda, interferindo no
metabolismo secundario (LIMA, 2001).

Dentre as espécies de bactérias com maior relevancia em processos téxicos
e infecciosos destacam-se a Staphylococcus aureus e Escherichia coli (LEVY et al.,
2004).

A Staphylococcus aureus é uma espécie bacteriana Gram-positivo,
pertencente a familia Micrococacceae, geralmente envolvida em processos
infecciosos humanos, é encontrada, nas fossas nasais, virilha e axilas, como
microbiota normal (SARAIVA, 2012). E responsavel por causar diferentes tipos de
infec¢des, em sua grande maioria infecgdes ligeiras da pele e tecidos moles, porém,
podem ser responsaveis por graves infeccées de pneumonia, sepses e endocardites
(MENEGOTTO e PICOLI, 2007).

A Escherichia coli é uma espécie de bactéria Gram-negativa, que pertence a
familia Enterobacteriaceae, presente na microbiota intestinal de animais de sangue
quente, torna-se patogénica em localizagdes extra intestinais ou mesmo intestinais
(SARTORI, 2005; SARAIVA, 2012).

Nesse sentido, € notdrio a importancia de pesquisas para o desenvolvimento
de antibioticos eficientes, a partir do isolamento de compostos, que atinjam, a nivel
celular, alvos diferentes dos alcancados, pelos antibiéticos conhecidos, que sejam
ativos contra patdgenos resistentes (DUARTE, 2006).
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3.9 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A cromatografia € um método fisico-quimico de separag¢ao de moléculas, em
misturas complexas, realizada através da distribuicdo dos componentes entre duas
fases. Umas das fases permanece estacionaria (fase estacionaria) e a outra é
chamada de fase mével. A partir da passagem da fase mével pela fase estacionaria,
os componentes da mistura sao distribuidos entre as duas fases, e
consequentemente, cada um dos componentes € seletivamente retido, resultando, na
migracdo diferencial destes componentes (COLLINS, 1997). Os processos
cromatograficos podem ser conduzidos por diversos métodos, variando a fase mével
e estacionaria (LAMARCA, 2015). Nesse contexto, destaca-se a Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), sendo o método cromatografico utilizado com maior
frequéncia para separacdo de moléculas de interesse em diversas areas.

O processo de separacdao por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE), pode ser dividido em dois grupos, fase normal (CLEA-FN), e fase reversa
(CLAE-FR) (SNYDE et al.,1997; CLEMENTINO, 2014). Na fase normal (CLEA-FN),
a fase mével apresenta carater hidrofébico, com menor polaridade, enquanto que a
fase estacionaria, apresenta carater hidrofilico (polar). Na separacao por fase reversa
(CLAE-FR), a fase movel tera carater hidrofilico, enquanto que a fase estacionaria,
apresenta carater hidrofébico. Essa mudanca de polaridade da fase estacionaria
ocorre pela composicdo dos grupos funcionais que compde as colunas
cromatograficas (LAMARCA, 2015). A fase estacionarias comumente utilizadas na
CLEA-FR é a octadecildimetil (C18) com silica como suporte sdlido.

Um sistema de CLAE € composto por um sistema de reservatério de solvente,
uma bomba, um injetor de amostra, uma coluna, um detector e um computador com
software, para armazenamento de dados, como esquematizado na Figura 11
(CLEMENTINO, 2014).
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Figura 11 - Equipamento basico da CLAE. a) reservatério de solvente; b) bomba de alta pressao; c)
valvula de injecao; d) coluna; e) detector; f) registrador; g) descarte.

Fonte: adaptado de MIGUES, 2018
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4 MATERIAS E METODOS

4.1 Local da Realizacao do Trabalho

O presente experimento foi realizado no Laboratorio de Biotecnologia da
Unidade Académica de Engenharia de Biotecnologia e Bioprocessos (UAEB), sob as
seguintes coordenadas de latitude e longitude: -7.660452455692277 e -
36.893180150389135, respectivamente, localizado no Centro de Desenvolvimento
Sustentavel do Semiarido (CDSA) da Universidade Federal de Campina Grande, na
cidade de Sumé-Paraiba. A Figura 12 mostra a localizagao area do CDSA.

Figura 12: Localizagéo aérea do CDSA.
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Fonte: GOOGLE MAPS, 2018.
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4.2 Matéria Prima

O material vegetal foi coletado no Sitio Serra Pelada, sob as coordenadas
geogréficas de latitude e longitude: -7,474655, -36,839302, respectivamente,
localizado a 25,9 Km da cidade de Sumé, Paraiba. Na Figura 13 esta representado, o
local de coleta do material vegetal.

Figura 13: Localizagéo do Sitio Serra Pelada em relagdo a cidade de Sumé.

Fonte: GOOGLE MAPS, 2018.

O fluxograma da Figura 14 mostra a sequéncia de etapas que envolveram a
preparagédo do material vegetal desde a coleta até a realizagédo dos testes da atividade

antibidtica e antiproliferativa tumoral in vitro, ap6s a purificagcdo do mesmo.
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Figura 14 - Fluxograma do processo de preparacao do material vegetal da Cnidoscolus urens.

COLETA FRACIONAMENTO CENTRIFUGAGAO FILTRACAO

LIOFILIZAGAO CONGELAMENTO

x TRATAMENTO
PURIFICACAO COM METANOL

CONGELAMENTO LIOFILIZAGAO

Fonte: Autor, 2018.

4.3 Tratamento da Matéria Prima

O objetivo desta etapa foi promover o fracionamento da planta, com a
finalidade de reduzir, mecanicamente, o0 material vegetal a fragmentos de pequenas
dimensodes, assim, preparando o material para a etapa seguinte, a extracdo e,
consequentemente, o arraste dos metabolitos secundarios presentes na Cnidoscolus
urens (FALKENBEG, 2009). Nessa etapa o material vegetal foi submetido ao
tratamento com etanol a 46% e fracionado em um liquidificador por 5 minutos, o
processo foi repetido diversas vezes, até que todo o material vegetal fosse fracionado
e concentrado. A Figura 16, mostra o extrato etandlico bruto, resultante do processo

de fracionamento exaustivo.
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Figura 15 - Extrato etandlico bruto das partes aeras da planta, obtidos apés a etapa de
fracionamento.

Fonte: Autor, 2018.

4.4 Concentragao do Extrato Etandlico da Cnidoscolus urens.

O extrato etandlico bruto foi fracionado e centrifugado, a 1580xG, por 3
minutos, em uma centrifuga (marca Logen, Modelo, LSDTL40B) e depois filtrado em
sistema de filtracdo a vacuo. Apds a filtragéo, o extrato foi distribuido em Béckers e
congelado em ultra freezer a -70°C por 48 horas. As amostras resultantes do processo
acima mencionado, foram liofilizadas para a obtencao do material em forma de pdé,
como mostra a Figura 16. O equipamento utilizado para promover a liofilizagdo foi um

liofilizador (modelo K 105, marca Liotop).
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Figura 16 - Extrato na forma de po, resultante do processo de liofilizacao.

Fonte: Autor, 2018.

4.5 Diluigao e Filtragdo do Material Liofilizado

O material liofilizado foi submetido ao tratamento com Metanol até que todo
o extrato em po6 fosse solubilizado com o solvente, apds a extragdo com o solvente, o
material obtido foi filtrado, em um filtro de seringa Nylon com diametro de 25 mm, e
poro 0,20 pm e armazenado em tubo cénico de 1,5 mL, sendo estocados em
geladeira, para posterior purificagdo por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em
coluna de Fase Reversa (CLAE-FR).

4.6 Purificacao dos Extratos por CLAE-FR

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em coluna de Fase Reversa
(CLAE-FR), foi conduzida no Laboratério de Biotecnologia do Centro de
Desenvolvimento Sustentavel do Semiarido CDSA —-UFCG.

Para a purificagdo das amostras resultante do extrato metandlico, foi utilizado
uma Coluna PelkinElmer C18 (150mm x 4,6mm). No processo de purificagdo foi
programado um gradiente de Agua (Tampao A) e Metanol (Tampao B), a um fluxo de
1mL/min. Foi mantido um Volume de coluna com 100% do Tampao A, durante 4
minutos, com um gradiente de 0 a 100% do Tampao B, durante 15 minutos, seguido
de uma lavagem da coluna com 100% do Tamp&ao B por 3 minutos.

O detector foi ajustado a um comprimento de onda de 254nm e o

cromatograma gerado, foi registrado e armazenado em um microcomputador
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interligado ao cromatégrafo. Apds a avaliacdo dos cromatogramas gerados e ajuste
da técnica de separacgao, a coleta do material foi realizada manualmente, de acordo
com as areas de interesse representadas no cromatograma gerado. O material
purificado foi armazenado em recipientes esterilizados e identificados de acordo com

o tempo de retencao na coluna.

4.7 Concentragao das Fracoes Purificadas

As amostras resultantes da etapa de purificacdo, foram levadas ao
ultrafreezer e congeladas a -70°C, por 96 horas. Apds a etapa de congelamento, as
amostras foram levadas ao liofilizador, em uma temperatura de -90 °C até que todo
liquido fosse sublimado. Em seguida, as amostras liofilizadas foram ressuspensas em
agua destilada, congeladas e levadas novamente ao liofilizador com a finalidade de

concentrar ao maximo as amostras.

4.8 Ensaio da Atividade Antimicrobiana.

O teste antibiograma é utilizado para identificagdo de compostos com agao
antimicrobiana. Para a avaliagdo da atividade antimicrobiana foram utilizadas cepas
bacterianas obtidas no Laboratério de Biotecnologia do Centro de Desenvolvimento
Sustentavel do Semiarido CDSA — UFCG. Os extratos foram testados contra as cepas

Staphylococcus aureus (Gram positiva) e Escherichia coli (Gram negativa).

4.8.1 Meio de Cultura

O meio de cultura utilizado nos testes antibiograma, foi o Agar Mueller-Hinton,
sendo 0 meio de cultura microbiolégico usualmente utilizado nos testes de
susceptibilidade antimicrobiana. A Tabela 2, apresenta os componentes que
constituem o meio de cultura Agar Mueller-Hinton, com quantidade suficiente para

produzir 1L de meio.

Tabela 2 - Composicédo do meio de cultura utilizado no teste antibiograma.
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COMPONENTE QUANTIDADE

INFUSAO DE CARNE | 2,0¢/L

ACIDOS CASAMINOS | 17,5¢g/L

AMIDO 1,5 g/L
AGAR 15,0 g/L

PH 7,03a25°C
AGUA DESTILADA q.s.p.* 1L

(*) g.s.p.= quantidade suficiente para. Fonte: Autor, 2018.

4.8.2 Preparagéao dos Discos

Os discos de papel foram preparados conforme descrito na Farmacopeia
Brasileira (1988), com algumas adaptacdes. Os discos foram confeccionados com
papel filtro e furador de papel, obtendo discos com 6 mm, em cada disco foi adicionado
20 uL do extrato obtido, aguardando secar, e consequentemente, a absor¢cao do
material, e repetindo o processo novamente, sendo adicionado mais 20 uL. Os discos
foram identificados como 1 (Referente a Fracdo 1, eluicdo 1-3 minutos da
cromatografia), 2 (10-15 minutos) e 3 (15-20 minutos). O Disco 1 recebeu 92,96 mg,
para o Disco 2 foi adicionado 93,68 mg e o Disco 3 recebeu 93,96 mg. Com o intuito
de comparar o potencial antibacteriano dos extratos obtidos, foram realizados
controles positivos e negativos para cada teste. No controle positivo foram preparados
discos contendo Amoxicilina 500 mg, que foi diluido em 2 mL de metanol, sendo
adicionados 40 L por disco, desse modo, cada disco continha 10 mg de Amoxicilina.
O controle negativo foi realizado apenas com Metanol, na mesma quantidade por

disco.

4.8.3 Preparo do In6culo Bacteriano
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Com o auxilio de uma al¢a de platina, devidamente flambada, foi retirado uma
pequena quantidade de bactérias, e inoculados diretamente em meio Agar Mueller-
Hinton, as placas inoculadas foram incubadas em estufa de cultura bacteriol6gica
modelo SX-DTMC, fabricante Prolab (BOD) por 12 horas a 37°C. Apds 12 horas de
crescimento das culturas bacterianas, as placas foram lavadas com 1 mL de solugao
salina (0,9 %), e armazenadas em tubo conico de 1,5 mL, sendo esta solucéo rica em
bactérias, denominada solucao mae.

A partir da solugdo mae, foi realizada uma diluicdo seriada na ordem de 107,
e todas as diluicdes foram inoculadas em meio Agar Mueller-Hinton, e incubadas em
estufa de cultura bacteriolégica modelo SX-DTMC (BOD) por 12 horas a 37°C, e as
Unidades Formadoras de Col6nias (UFC) foram contadas. A Tabela 3, representa o
numero de Unidades Formadoras de Colbénias (UFC), obtidas da solugdo inicial,
quando inoculadas em meio Agar Mueller-Hinton, para as cepas de Staphylococcus
aureus e Escherichia coli.

Tabela 3 - Nimero de unidades formadoras de colénias em uma dilui¢éo de 10~
obtida por meio de cultivo em meio Agar Mueller-Hinton.

CEPAS BACTERIANAS UNIDADES FORMADORAS DE
COLONIAS (UFC/mL)
Staphylococcus aureus 3,9 x 108 UFC/mL
Escherichia coli 5,7 x 108 UFC/mL

Fonte: Autor, 2018.

Para a obtencdo de um volume de células igual a 1x 107 UFC, a partir da
solugéo padrao de bactérias, retirou-se os volumes de 25 L para a cepa de S. aureus,
e 17 uL para E. coli, e foram diluidos em 975 pL e 983 L, respectivamente.

4.8.4 Teste Antibiograma

A partir da solugéo de bactérias estabelecida, foi semeado 1 mL de cada
solucdo padrao de bactérias em placas de Petri contendo o meio Agar Mueller-Hinton,
aguardando secar, em seguida foram adicionados os discos contendo o extrato sobre
as placas com o auxilio de uma pinga, devidamente esterilizada. As placas foram
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identificadas e incubadas em BOD, a 37°C, por 12 horas. Os respectivos experimentos

foram realizados em triplicata.

4.9 Ensaio de Atividade Anticarcinogénica in vitro

O ensaio de citotoxicidade foi realizado no Instituto de Pesquisas Energéticas
e Nucleares — CNEN/SP, Universidade de Sao Paulo. As linhagens utilizadas no
ensaio foram as células de adenocarcinoma de préstata (LNcaP). As células foram
mantidas em 10 mL de meio RPMI 1640 (Gibco, Grand Island, USA), suplementado
com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, Campinas, Brasil), 1g/L bicarbonato de
sodio (Sigma-Aldrich, Missouri, USA) e 1% de solugdo penicilina/estreptomicina
(Gibco, Carlsbad, USA) em frasco plastico estéril para cultura de 75 cm? de area de
cultura. A Figura 17 mostra as células de LNCaP, propagadas para o ensaio de
citotoxicidade in vitro, a foto foi registrada do microscépio.
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Figura 17 - Linhagem celular de cancer de prostata LNCaP. A: imagem referencial do site da ATCC,
com cultura de células em baixa e alta confluéncia. B: LNCaP utilizadas na pesquisa, mantidas em
cultura aderente com confluéncia de 90%.

ATCC Number: CRL-1740 A
Designation:  LNCaP clone FGC

High Density

Fonte: Autor, 2018.

4.9.1 Viabilidade Celular

A metodologia utilizada para a avaliagao da viabilidade celular, foi o método
colorimétrico baseado no ensaio MTS/PMS (Promega Corp, Madison, WI, EUA).
Nesse ensaio e realizado a determinacao do nimero de células viaveis por meio da
capacidade de converter o sal MTS [3-4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-
2-(4-sulfofenil)-2H- tetrazdlio] na presenca de metanossulfonato de fenazina (PMS;
Sigma, St. Louis. MO, EUA), em um composto Formazan purpura, que é soltuvel no
meio de cultura, essa conversdo ocorre a partir de enzimas mitocondriais presentes

apenas em células metabolicamente ativas.
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4.9.2 Ensaio de citotoxicidade das fracdes da C. urens contra LNCaP

As amostras foram tratadas com a adicdo de 1 mL de meio RPMI 1640
(Gibco, Grand Island, USA), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB)
(Cultilab, Campinas, Brasil), 1g/L bicarbonato de sédio (Sigma-Aldrich, Missouri, USA)
e 1% de solucao penicilina/estreptomicina (Gibco, Carlsbad, USA) em cada amostra.
Devido ao aparecimento de sedimentos nas Amostras 1 e 2, foi necessario apos a
solubilizagao, realizar uma centrifugacéo a 10.000xG por 5 minutos. O sobrenadante
foi filtrado em filtro de seringa 0,22 uym (Corning™ Syringe filters) e o volume final
diminuiu de 1 mL para 600 pL.

Para realizacdo do ensaio de citotoxicidade, as células foram tripsinizadas e
semeadas em placa de 96 pogos, na concentracdo de 5x 102 células por pogo e
mantidas durante 24 horas, a 37°C, com 5% de CO. Apds esse periodo as células
foram incubadas com diferentes concentracdes, por 48 horas. O periodo de incubacao
foi estabelecido de acordo com a metodologia usada por MONTEIRO (2015).

A densidade celular foi verificada por meio da adi¢cdo de 20 pL/ pogo de MTS
(2 mg/mL em PBS) e PMS (0,92 mg/mL em PBS) na proporcao de 20:1 (vol/vol). Duas
horas apés a adicao da mistura, a placa foi lida num leitor de microplacas (Thermo
Scientific Multiskan EX, Thermo Fisher, Vantaa, Finland). A quantificacdo de
Formazan no meio, foi determinada por absorbancia a 490 nm. As concentragdes das
amostras foram testadas em triplicata e os resultados foram expressos como
porcentagem de células viaveis, com 100% referente a células controle, sem

tratamentos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PURIFICAGCAO DOS COMPOSTOS CONTIDOS NOS EXTRATOS

O resultado do CLAE-FR decorrente do composto obtido pela separagao das
fracoes em funcdo do tempo do extrato da Cnidosculos urens, revelou
aproximadamente dezesseis picos, ou seja, a presencga de cerca de 16 compostos
diferentes, que podem ser responsaveis pelas atividades antibacteriana e citotdxica,
avaliadas nesse trabalho. O Grafico 1 mostra o cromatograma gerado a partir do
processo de purificacdo do extrato da Cnidoscolus urens, com seus respectivos picos
gerados, em fungao do tempo.

Grafico 1 - Cromatograma gerado a partir da CLAE-FR dos extratos provenientes da
Cnidosculos urens.
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Fonte: Autor, 2018.

A purificacdo dos extratos foi realizada de acordo com o tempo de retengéo
na coluna, como mostra o cromatograma acima. Foram testadas as areas coletadas
no periodo de 1 a 3 minutos, 10 a 15 minutos e 15 a 20 minutos, como mostra o

Grafico 2. Todos os extratos coletados decorrentes das respectivas areas do
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cromatograma gerado, apresentaram atividade bioldgica para os ensaios realizados
nesse trabalho. Os compostos coletados nas Areas 1 a 3, foram denominados Fracdo
1, Fragdo 2 e Fragao 3.

Grafico 2 — Cromatograma dos extratos da Cnidosculos urens dividido em suas
respectivas fragdes de purificagao.
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Fonte: Autor, 2018.

O cromatograma gerado a partir do processo de purificagdo do extrato da
Cnidoscolus urens, foi dividido em Fragcbes, como mostra a Figura 19 e a coleta dos

compostos foi realizada em funcédo do tempo de retencédo na coluna, correspondente
a cada érea destacada.
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5. 2 ENSAIO ANTIBACTERIANO

Os extratos obtidos, a partir da purificacdo das areas destacadas no
cromatograma, mencionado anteriormente, foram testados quanto a atividade
antibacteriana. Os resultados obtidos do presente estudo, demostraram que as
fracOes purificadas conferem atividade antibacteriana, inibindo o crescimento das
bactérias testes em diferentes zonas de inibicdo. A atividade antibacteriana foi
avaliada contra as estirpes bacterianas Gram-positiva (Staphylococcus aureus) e
Gram-negativa (Escherichia Coli), adquiridas da colegdo ATCC® 25923™ e ATCC®
25922™  respectivamente. Na Tabela 4, estdo representados os halos (mm) de
inibicdo, formados a partir da atividade antibacteriana exercida pelas Fragoes
purificadas.

Quando comparado com o antibiético Amoxicilina, os extratos metandlicos,
apresentaram eficiéncia de inibicdo, tanto para bactérias Gram-positivas, quanto para
Gram-negativas. As bactérias Gram-negativas possuem parede celular rica em
lipopolissacarideos, conferindo-o resisténcia a acao de antimicrobianos (GOULD,
2009). Bactérias Gram-positivas, nao possuem parede celular, sendo mais sensiveis
a acao de substancias antibacterianas, tais substancias, provocam a destruicao da
membrana e decorrente coagulacdao (RUSSELL, 1991; NIKAIDO, 1994; GAO, 1999).

As Fragdes 1 e 3, apresentaram eficiéncia para S. aureus de 76,9% e 48,0%,
respectivamente, e para a espécie bacteriana de E. coli, a eficiéncia da Fragao 1 foi
de 32,73%, e da Fracdo 3, 27,2% em relacdo a eficiéncia desempenhada pelo

antibiotico controle (Amoxicilina), no respectivo ensaio.

Tabela 4 - Acao antibacteriana das fragdes purificadas da Cnidoscolus urnes.

LINHAGENS BACTERIANAS

Escherichia Coli Staphylococcus aureus

(ATCC 25922) — (mm) (ATCC 25923) — (mm)

ANALITO PURIFICADO

Fracao 1 12 13,33
Fracao 2 3 6,67
Fracao 3 10 8,33
Amoxicilina 10mg 36,67 17,33

Fonte: Autor, 2018.
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De acordo com os resultados descritos na Tabela 4, observa-se que 0s
extratos purificados, apresentaram atividade antibacteriana frente as estirpes
testadas, com formacéao de halos de inibicéao, tanto para E. coli, quanto S. aureus. As
Fracbes 1 (1-8 min.) e 3 (15-20 min.), demostraram maior potencial antibacteriano,
com formacgao de maiores halos de inibicdo. A Fracao 2 (10-15 min.), ndo apresentou
atividade antibacteriana, igual ou superior ao evidenciado nas Fracdes 1 e 3.

Sobrinho (2011), avaliou a atividade antibacteriana de espécies da Caatinga,
a partir da medicao de halos de inibicdo, pela técnica de pocos e pela concentracao
inibitéria minima (CIM). Nesse estudo, foi evidenciado que o extrato etandlico da
Cnidoscolus urens, apresentou atividade antibacteriana contra a cepas de
Staphylococcus aureus e Staphylococcus coagulase negativa, na concentragao de 10
mg/poc¢o, apresentando halos de inibicdo de 10 mm.

Em estudos realizados por SOUZA (2014), foi analisado o perfil quimico e
biologico do extrato etandlico bruto e de suas fragbes, Hexanica, Acetato de etila
(AcEOt) e Hex/AcEOt, obtidas por particao liquido-liquido do extrato etandlico, a partir
das partes aeras da Cnidoscolus urens. Nesse estudo foi identificado a presenca de
taninos, cumarinas, lignanas, onoterpenos, diterpenos, esteroides e flavonoides. A
avalicao antibacteriana foi realizada pelo método de microdiluicao. O extrato etandlico
e as fragcbes apresentaram efeito antibacteriano para todas as cepas testadas.

O extrato etandlico bruto apresentou melhor agdo bacteriostatica frente a
Serratia marcescens, e a melhor agdo bactericida foi evidenciada para as cepas
Bacillus cereus e Escherichia coli. Para a fracado Hexanica a melhor agao bactericida
foi frente as cepas de Escherichia coli Serratia marcescens e Shigella flexneri. A fase
Hex/AcEOt apresentou a melhor acao bactericida frente Bacillus cereus e Escherichia
coli., e AcCEOt apresentou melhor acao contra a cepa Shigella flexneri (SOUZA, 2014).

BEZERRA (2015), determinou o perfil fitoquimico e a atividade antibacteriana
das espécies Euphorbia hirta, E. hyssopifolia e E. thymifolia, pertencentes a familia
Euphorbiaceae. Os extratos etanolicos brutos (Eh-EEB), (Ehy-EEB) e (Et-EEB), foram
obtidos das partes aeras das plantas, e posteriormente, foram particionados para
obtencdo das fragdes hexanicas, cloroférmicas, acetado de etila e metandlicas. A
triagem fitoquimica realizada para os extratos brutos e fracées, mostraram a presenca
de terpenos, esteroides e flavonoide. O extrato diclometéanico das flores da espécie
Euphorbia hirta, foi submetido a métodos cromatografia, sendo isolado duas

substancias, o benzoato de lupeolila e Heptacosan-1-ol. A partir do extrato das flores
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de E. hirta, foi isolado a Quercetina-3-f-Oramnosideo. A atividade antibacteriana, foi
determinada pelos métodos de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e da
Concentracdo Bactericida Minima (CBM). Os extratos etandlicos e metandlicos
mostram-se ativos para as cepas bacterianas de Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus e Bacillus cereus, e para bactérias E. coli como Gram-
Negativa.

Os trabalhos mencionados mostram que a atividade antibacteriana
evidenciada nos extratos da espécie Cnidoscolus urens, corrobora com os resultados

obtidos para diversas espécies pertencentes a familia Euphorbiaceae.

5.3 Ensaio de Citotoxicidade In Vitro

Para avaliar o efeito citotéxico das fragdes purificadas da Cnidocolus urens,
foi utilizado a linhagem LNCaP, provenientes das células de adenocarcinoma de
prostata. As células foram tratadas por um periodo de 48h, com diferentes
concentragdes das fragcdes purificadas da Cnidoscolus urens, como descrito na Tabela
5, e posteriormente, submetidas ao ensaio de MTS. Os experimentos foram
analisados segundo a média + desvio padrao da media.

De acordo com os resultados obtidos no ensaio de MTS, as Fracdes 1 e 3,
apresentam alto efeito citotoxico sobre a linhagem testada. Entretanto, a Fragdo 2 ndo
apresentou citotoxicidade sobre as células de LNCaP.

Tabela 5 - Concentracédo das fragdes purificadas da Cnidoscolus urens utilizadas no ensaio de MTS
para cada dilui¢éo.

Cnidoscolus urens (mg/mL)

Fragoes 100% 50% 25% 12,5% 6,25%
1 855,9 427,9 213,9 106,9 53,5
2 805,7 402,8 201,4 100,7 50,3
3 808,3 404,1 202,1 101,0 50,5
DMSO 5% * * - -
Latex 0,2 mg/L * * * *

* = Concentragao constante
%= porcentagem referente a diluigcao realizada para cada amostra. A concentracdo adotada para os
controles no ensaio de MTS, foi padrdo em todas as repeticdes utilizadas para validar o ensaio.

Fonte: Autor, 2018.
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A Fracao 1, quando em contato com as células, apresentou alto efeito
citotdxico, influenciando na viabilidade celular para trés concentracdes analisadas no
ensaio de MTS, sendo capaz de provocar a morte de todas as da células de LNCaP,
na concentracao de 100% (855,9 mg/mL), com 50% (427,9 mg/mL) da concentragcao
foi capaz de causar mortalidade de 91,9%+7,3 das células e com 25% (213,9 mg/mL),
provocou a mortalidade de 76,5%=11,8 das células, como mostrado no Grafico 3. O
indice de viabilidade celular foi menor que 50% em trés concentragdes, com excecao
das concentragdes de 12,5% (106,9 mg/mL) e 6,5% (53,5 mg/mL), em que pode ser
evidenciado alto indice de viabilidade celular, e assim, as amostras nessas

concentragdes apresentam, baixo efeito citotdéxico sobre a linhagem de LNCaP.

Grafico 3 - Efeito citotoxico da Fragédo 1 do extrato da Cnidoscolus urens, contra a linhagem de LNCaP,
apos 48 horas de incubagao, em diferentes concentragdes, através do ensaio de MTS. Os controles
sao representados por CC (apenas células) e NaCl. A concentragao do DMSO foi de 5% e para o Latex
foi de 0,2 mg/mL, usados como controle positivo. Fonte: Autor, 2018.
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Fonte: Autor, 2018.

A Fracdo 2, ndo apresentou efeito citotoxico efetivo em nenhuma das
concentragbes testadas. Para todas as diluicbes o indice de viabilidade celular foi
maior que 50%, como representado no Grafico 4, apresentando baixo efeito citotdxico
sobre a linhagem de LNCaP. A amostra integra, ou seja, com 100% (805,7 mg/ mL)
da concentracédo, ndo obteve resultado estatisticamente significativo, pois seu desvio

padrdao foi alto. O baixo efeito citotdéxico apresentado pela amostra, pode ser
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decorrente da reducao do volume, apés a filtracdo, ou seja, os trés pocos, nao
apresentavam a mesma quantidade em volume, influenciando assim, o resultado final

do teste para a Fragéo 2.

Grafico 4- Efeito citotéxico da Fragéo 2 do extrato da Cnidoscolus urens, contra a linhagem de LNCaP,
apés 48 horas de incubacdo, em diferentes concentracoes, através do ensaio de MTS. O controle
negativo esta representado por CC (apenas células), e NaCl. A concentracdo do DMSO foi de 5% e
para o Latex foi de 0,2 mg/mL, usados como controle positivo.

150

100:” VC 90%
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Fonte: Autor, 2018.

A Fracdo 3, apresentou atividade citotdxica para duas concentragdes, com
indice de viabilidade celular inferior a 50%, nas demais concentracdes das amostras,
o indice de viabilidade celular, apresentou valor superior a 50%, demostrando assim,
pouca capacidade citotoxica contra a linhagem de LNCaP. Na concentracdo de 100%
(808,3 mg/mL), do extrato foi evidenciado a mortalidade 86,5%*16,5 das células, e
para 50% (404,1mg/mL) da concentracdo da Fracao, a mortalidade de 48,0%%25,5

das células, como demonstrado no Grafico 5.
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Grafico 5- Efeito citotéxico da Fracdo 3 do extrato da Cnidoscolus urens, contra a linhagem de LNCaP,
apés 48 horas de incubacdo, em diferentes concentragoes, através do ensaio de MTS. O controle
negativo é representado por CC (apenas células) e NaCl, como controle positivo foi utilizado DMSO e
Latex.
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Fonte: Autor, 2018.

Em estudos realizados por TAVARES et al. (2012), foi avaliado o efeito
citotéxico do extrato bruto de espécies do género Cnidoscolus. O estudo revelou que
o extrato bruto da Cnidoscolus urens, apresentou atividade citotoxica frente as
linhagens Hep-2 (céancer de laringe), NCI-H292 (carcinoma mucoepidermdide
pulmonar humano), HT-29 (adenocarcionoma de célon humano). O potencial de
inibicdo para o extrato das partes aeras da Cnidoscolus urens, foi de 50% + 8,3 para
HT-29, a inibicdo contra Hep-2 foi de 88,2% = 2,1, e de 85,3 £ 1,8 para NCI-H292.

SOUZA (2013), avaliou o perfil fitoquimico e a atividade antitumoral in vivo dos
extratos aquoso, N- butandlico, etandlico e acetato de etila, obtidos das partes aeras
da Cnidoscolus urens. A atividade antitumoral foi avaliada através indugao de tumores
carcinoma de Ehrlich experimentais em camundongos Swiss. A avaliacdo dos
constituintes metabdlitos secundarios produzidos por Cnidoscolus urens, foi realizada
através do método de cromatografia de camada delgada (CCD). Para os extratos
aquoso, N- butandlico e acetato de etila, foram identificados a presenca de
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flavonoides, acucares redutores e terpenoides, além de cumarinas e taninos em
menor quantidades. Os extratos aquosos e etandlicos, foram efetivos na inibicdo do
crescimento do tumor sélido de carcinoma de Ehrlich (84,4% e 79,2%,
respectivamente), os animais tratados, apresentaram melhora significativa nos
parametros bioquimicos, e assim, melhora na resposta imunolégicas.

OLIVEIRA-JUNIOR (2017), analisou o efeito citotdxico dos extratos e fragbes
obtidas das folhas e do caule de Cnidoscolus quercifolius (género Cnidoscolus), e de
seus constituintes isolados, em células de melanoma humano (linhagemA2058). A
composicao quimica dos extratos, foi determinada por andlises por CG-EM
(cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas) e CLAE-DAD
(cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de arranjos de diodo). Foi
identificado a presenca de diterpenos, triterpenos e flavonoides. A fragcao cloroférmica
apresentou o menor valor de Clso (15,05 £ 1,04 pug/mL), nessa fragao foi possivel
identificar triterpenos cinamato de lupeol, diidrocinamato de lupeol e hexanoato de
lupeol, além dos diterpenos filacantona e favelanona. Entre as substancias isoladas,
filacantona e favelanona, apresentam alto efeito citotoxico. O extrato cloroférmico
(CHCI3-Cascas), foi capaz de induzir a formagéo de corpos apoptoéticos, podendo o
efeito citotoxico dessa fracdo ser mediante a inducao a apoptose.

CORREA-PAULA et al (2016), a partir do extrato hexanico do caule de
Cnidoscolus phyllacanthus, foram isolado os oito compostos a seguir: 3p3-O-nanoil-
lupeol (1), a mistura de 3-B-O-cinamoil-lupeol (2) e 3-B-Odiidrocinamoil-lupeol (3),
lupeol (4), a mistura de sitosterol (5) e estigmasterol (6), deoxofavelina (7) e favelina
metil éter (8). As estruturas dos compostos foram determinadas por técnicas
espectrais e por comparacao com a literatura. Os compostos isolados, foram testados
quanto a atividade citotdxica contra as linhagens celulares HL-60 (leucemia
promielocitica humana), NCI-H292 (carcinoma de pulmdo humano) e MCF-7
(adenocarcinoma de mama humano). O estudo revelou que o composto
deoxofavelina, apresentou maior atividade citotdxica, dentre todos os compostos
testados, com valores de Clso variando de 2,7 a 8,9 pug/mL.

O potencial citotéxico relevado no ensaio de MTS, e os trabalhos
mencionados sobre a atividade citotoxica dos constituintes isolados e investigados
das espécies do pertencentes ao género Cnidoscolus, mostram que néo sé a espécie
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Cnidoscolus urnes, mais 0 género Cnidoscolus, como um todo, pode ser considerado

uma fonte promissora para o isolamento de compostos com acao antitumoral.

5.4 Potencial para producao de um Antibiético

A Fracédo 2 apresentou efeito antibacteriano para as classes de bactérias:
Gram-positiva e Gram-negativa.  Apresentou baixo efeito citotéxico celular,
demostrando seu potencial para producao de um antibiético com acao para as duas
classes de bactérias avaliadas, que nao apresenta toxicidade para humanos. No perfil
biotecnoldgico a Fracdo 2, representa uma fonte promissora para producdo de um
antibidtico efetivo e com menor possibilidade de provocar toxicidade, em relacao as
demais fragdes avaliadas.

As Fragdes 1 e 3 mostraram efetiva atividade para as duas classes de
bactérias testadas, porém, apresentaram alto efeito citotdxico. Devido a auséncia de
testes mais detalhados, que determinem o indice de seletividade das fragdes, apenas
para linhagens tumorais, as fracées podem ser toxicas para humanos.

5.5Potencial Antineoplasico das Fragdes

As Fracdes 1 e 3 apresentaram alto efeito citotoxico frente a linhagem tumoral
de adenocarcinoma de préstata, mostrando-se como uma fonte promissora para o
isolamento de substancias que apresentem acdo Antineoplasica. E necessario a
realizagdo de mais testes para determinacdo do potencial de seletividade dos
compostos presentes nas fragbes, em relagdo a células normais, e o indice de
citotoxicidade, porém, ndao podemos descartar seu futuro promissor no que diz

respeito a possibilidade de isolar substancias com agéo antitumoral.
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6 CONCLUSAO

Mediante os resultados obtidos foi possivel concluir:

A Fracdo 1, na concentragcdo de 92,96mg/disco, apresentou atividade
antibiética com média de halo de inibicao de 12mm contra Escherichia Coli e
13,33mm contra Staphylococcus aureus.

A Fragdo 1 apresentou alto efeito citotdxico in vitro contra a linhagem de
LNCaP, para as concentragdes de 855,9 mg/mL citotoxicidade de 100%; 427,9
mg/mL citotoxicidade de 91,9%; e 213,9 mg/mL citotoxicidade e 76,5%,
mostrando-se como uma fonte promissora para o isolamento de compostos
com acgao antitumoral.

A Fragado 2 mostrou atividade antimicrobiana contra as cepas bacterianas de
Escherichia Coli e Staphylococcus aureus, com média dos halos de inibicao de
3mm e 6,67mm, respectivamente. Porém, nao apresentou efeito citotdxico
frente a linhagem de LNCaP utilizada no ensaio de MTS, em nenhuma das
concentragcdes avaliadas, nesse ensaio.

A Fracdo 3, na concentracdo de 93,96mg/disco, apresentou atividade
antibiética com média de halo de inibicado de 10mm contra Escherichia Coli e
8,33mm contra Staphylococcus aureus.

A Fracao 3 apresentou efeito citotdxico efetivo contra a linhagem de LNCaP
para as concentragdes de 808,3mg/mL citotoxicidade de 86,5% e 404,1mg/mL
citotoxicidade de 48,0%, demonstrando conter composto com atividade

antitumoral.
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