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RESUMO

indigo e Indirubina séo derivados da oxidac&o e dimerizacdo do indoxil e isatan e liberados
pelo composto precursor, Indican ou Isatan B. A Indirubina inibe a sintese de DNA de algumas
linhagens celulares. Este trabalho experimental foi desenvolvido para avaliar os efeitos dos
compostos quimicos identificados e isolados de folhas de Indigofera suffruticosa sobre as linhagens
celulares neopléasicas (Sarcoma 180 e Carcinoma de Ehrlich). O material utilizado foi obtido a partir
screening fitoquimico onde foram evidenciados através de protocolos extrativos de identificagcdo e
isolamento de constituintes ativos de folhas I. suffruticosa. O protocolo do ensaio biol6gico foi
realizado utilizando 8 grupos de 6 camundongos para implantacao dos tumores e a quimioterapia foi
realizada com indican, indigo e indirubina. No oitavo dia, os animais foram pesados, eutanaziados,
seus tumores retirados e 0s pesos corporais e tumorais foram analizados. Os compostos quimicos
identificados e isolados foram: indican, indigo e indirubina de folhas de I. suffruticosa. O indican e o
indigo ndo reduziram significativamente o peso corporal dos animais, no entanto, a indirubina reduziu
significativamente o peso corporal dos animais portadores de Sarcoma 180. O indigo e a indirubina
nao reduziu significativamente o peso corporal dos animais portadores do Carcinoma de Ehrlich. O
indican nao reduziu significativamente o peso do tumor Sarcoma 180 na dose de 25mg/Kg por via i.p.
O indigo e a indirubina de folhas de I. suffruticosa na concentragdo de 25ug/Kg sobre as linhagens
celulares (Sarcoma 180 e Carcinoma de Ehrlich) ndo reduziram significativamente o crescimento dos
tumores. Esse estudo in vitro sugere investigacdo dos indigdides derivados das folhas de |I.

suffruticosa.

Palavras-chave: Indigofera suffruticosa, Sarcoma 180, Carcinoma de Ehrlich.



ABSTRACT

The indigo and indirubin are both derived by oxidation and dimerization from
indoxyl and isatin, which are themselves liberated from colorless precursor
conjugates, Indican or Isatan B. The indirubin inhibits DNA synthesis in several cell
lines. This experimental study was developed to evaluate the effect of identified and
isolated chemical composites of leaves of I. suffruticosa on the neoplasic cell lines
(Sarcoma 180 and Ehrlich Carcinoma). The used material was gotten through
phytochemical screening protocols of extractive identification and isolation of active
constituents of |. suffruticosa leaves. The bioassays were released with 8 groups of 6
mice to tumoral implantation and the chemotherapy was done with indican, indigo
and indirubin. On the eighth day, the animals were weighted, sacrificed, the tumors
were removed and the body and tumoral weight were measuremented. The isolated
active constituents were: indican, indigo and indirubin. The indican and indigo did not
show significant reduction on the body weight of mice with Sarcoma 180, on the other
hand, indirubin showed significant reduction. The indigo and indirubin did not show
significant reduction in the body weight of mice with Ehrlich Carcinoma. The indican
did not show significant reduction on the tumoral weight of mice with Sarcoma 180 in
dose of 25mg/Kg intraperitoneally (i.p). The indigo and indirubin of I. suffruticosa
leaves in doses of 25ug/Kg i.p did not show significant reduction of the neoplasic cell
lines (Sarcoma 180 and Ehrlich Carcinoma). The indigo and indirubin are active
compounds present in I. suffruticosa leaves. The in vitro study suggests an

investigation on indigoid derivates of I. suffruticosa leaves.

Key-words: Indigofera suffruticosa, indican, indigo, indirubin, Sarcoma 180,

Ehrlich Carcinoma, mice and body-weight measurement.
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1. INTRODUCAO

Os compostos quimicos sintetizados pelos vegetais continuam a ser importantes
fontes e modelos de novos farmacos. S&o pesquisas potencialmente menos onerosas e
mais lucrativas que os grandes programas de sinteses quimicas, pelo menos em termos
de novas descobertas de compostos prototipos (DUKE, 1985). Algumas plantas
brasileiras possuem compostos quimicos com atividade antineoplasica significativas:
Indigofera suffruticosa, Sesbania drumondii, Archicdendron ellipticum, Carnavalia
ensiforme e Psoralea (CECHINEL, YUNES, 1998).

Estatisticas revelam que nos paises desenvolvidos aproximadamente uma pessoa
em cada cinco, podera vir a 6bito por algum tipo de neoplasia, predominantemente em
decorréncia de neoplasias malignas, genericamente chamadas de cancer (BRASIL,
2007). Tal fato mostra a relevancia de pesquisas incessantes sobre essa doenga. No
contexto da biologia celular, a mesma tem uma importancia impar, pois reflete distirbios
das regras mais fundamentais do comportamento das células em um organismo
multicelular.

Para compreender o cancer e planejar formas racionais de tratamento deve-se
compreender desde o funcionamento interno das células e suas interagdes nos tecidos,
até as consequéncias de seu comportamento alterado no organismo (DAWE, 1982).
Assim, a pesquisa em oncologia tem uma &area muito ampla, abrangendo das ciéncias
béasicas ao campo clinico.

Uma neoplasia é uma massa anormal de tecido cujo crescimento ultrapassa e se
mostra desordenado, quando comparado ao dos tecidos normais, e persiste da mesma
maneira excessiva, mesmo ap6s o estimulo que provocou todas as mudancas ter
cessado (GREENWALD, KELLOFF, 1996). O sarcoma 180 € um bom modelo de estudo,
pois as células séo de facil obtengéo ja que sédo usadas em estudos em varios centros de
pesquisa e, apés a inoculagdo no camundongo, desenvolve-se o tumor em 90% a 100%
dos casos (STOCK, 1955). A manuten¢d@o dos animais no biotério é de curta duragéo,
pois 0s mesmos em geral ndo sobrevivem apds o 28° dia. E um tumor ja bem estudado
sendo conhecidos todos os seus parametros de crescimento e disseminagao, e sendo
facil avaliar modificacdes decorrentes do uso de drogas (ZUCKERBERG, 1972,
KAWAKUBO et al., 1980).
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O vasto registro literario e folclorico acerca de plantas medicinais usadas de forma
seletiva para o controle de uma diversidade de doengas, revela a habilidade da natureza
em produzir uma grande variedade de entidades quimicas funcionando, como auténtico
“laboratério natural”. Aqui vale registrar a enorme importancia que isso assume quanto
ao aspecto econdomico e temporal para elaboragdo de screening de plantas capazes de
fornecer estruturas basicas possuidoras de atividade farmacoldgica ou por modificacao
quimica de seus compostos ativos (BALANDRIN et al., 1985).

O indigo tem um poderoso efeito na medicina chinesa (CHEN, XIE, 1994; ZHENG,
CHENG, 1983) por apresentar atividade antiviral (MAK, 2004), antinflamatoria
(KUNIKATA, 2000) e antileucémica juntamente com seu isémero, a indirubina (WU,
1979; ZHENG, 1979; ZHENG 1979; WU, 1980).

A indirubina € um composto ativo que inibe a sintese de DNA nas diferentes
linhagens celulares. Descoberta recente relata que a indirubina é o ingrediente mais ativo
da porgédo medicinal "Danggui Longhui Wan" e vem sendo utilizado no tratamento da
leucemia mieldide cronica (TANG, EISENBRAND, 1992; HAN, 1994; INSTITUTE OF
HAEMATOLOGY, CHINESE ACADEMY OF MEDICAL SCIENCES, 1979).

Com o objetivo, de também possibilitar uma melhor compreensdo do tema o
Laboratério de Cultura de Células do Departamento de Histologia e Embriologia do
Centro de Ciéncias Bioldgicas e o Laboratério de Produtos Naturais do Departamento de
Farmécia do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco vém
desenvolvendo experiéncias com plantas medicinais da flora nordestina. Essas plantas
sdo estudadas quanto a seus constituintes quimicos e propriedades biol6gicas nesses
laboratérios. A interacao desses setores de estudo tem detectado plantas com potentes
efeitos bioldgicos como também os possiveis constituintes presentes em seus extratos
0s quais sdo atribuidos efeitos farmacolégicos. Desse modo abrem-se perspectivas para
a elaboracdo de pesquisas mais acuradas de plantas de expressivo potencial
terapéutico. Como exemplo, podemos citar trabalhos acima referidos, com base no uso
popular com |. suffruticosa.

A |. suffruticosa Mill € uma planta da familia Fabaceae originaria da india, comum
em toda a regido tropical e subtropical, € uma leguminosa utilizada na adubacéo verde e
cobertura dos solos. No Brasil, € encontrada praticamente em todo pais, € uma
forrageira anual ou perene adaptada a regido do Sertdo Pernambucano. O uso na
medicina popular é indicado para dores articulares e nevralgicas, disturbios circulatorios,

afeccdo das vias respiratorias, inflamacdo aguda da pele e hemorragias nasais. A
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infus@o das folhas e raizes é considerada antiespasmaodicas, diuréticas, estomaquicas,
febrifugas, purgativas e sedativas. E empregada também com bons resultados contra
epilepsia e ictericia. As folhas machucadas séo utilizadas topicamente contra sarna, e as
raizes e sementes secas e reduzidas a po, para afugentar insetos (CORREIA, 1926;
BRAGA, 1976; MATOS, 1999).

O registro de informacgdes do uso popular dessa espécie tem sido investigado por
diversos autores (CORREIA, 1926; BRAGA, 1976; MATOS, 1999) tais investigagcdes sao
puramente tedricas, ou quando muito, baseados em esporadicas observacdes de campo
que carecem de uma base cientifica. Outros autores (ROIG, 1974; RIBEIRO et al., 1991),
no entanto preferem considera-la uma planta toxica. Estudos farmacoldgicos mostraram
que a planta apresenta acao toxicologica e toxicogénetica (RIBEIRO, 1991). Pesquisa
recente tem sido realizada para explorar o potencial desta planta e dar uma base
cientifica a sua utilizacéo (LEITE et al., 2003, 2004, 2006; VIEIRA, 2007).

A diversidade de informagbes sobre o assunto leva a formulagdo da hipdtese
sobre a eficacia terapéutica e ou sobre a baixa toxicidade de compostos quimicos
isolados da planta. Para comprovar estes dados objetivou-se investigar os efeitos dos
compostos quimicos isolados; indican, indigo e indirubina de folhas de |. suffruticosa

sobre linhagens de células neoplésicas.
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2. OBJETIVOS

2.1.0Objetivo geral

Avaliar os efeitos dos compostos quimicos identificados e isolados de folhas
de Indigofera suffruticosa Mill sobre as linhagens celulares neoplasicas (Sarcoma
180 e Carcinoma de Ehrlich).

2.2.0bjetivos especificos

Investigar a presenga de compostos quimicos ativos em extratos de folhas de

|. suffruticosa;

Identificar e isolar compostos quimicos, indican, indigo e indirubina de folhas

de |. suffruticosa;

Avaliar os pesos corporais dos camundongos albinos suicos portadores de
linhagens celulares neoplasicas submetidos ao tratamento com 0S compostos

quimicos indican, indigo e indirubina.

Avaliar os pesos tumorais dos camundongos albinos suigos portadores das
linhagens de sarcoma 180 e carcinoma de Ehrlich submetidos ao tratamento com os

compostos quimicos indican, indigo e indirubina.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. CONSIDERACOES GERAIS SOBRE A Indigofera suffruticosa Mill

7

Fabaceae é uma das maiores familias boténicas, também conhecida como

Leguminosae  (lequminosas), de ampla distribuicio geografica. Sé&o

aproximadamente 18.000 espécies em mais de 650 géneros. Uma caracteristica
tipica dessa familia é apresentar o fruto do tipo lequme, também conhecido como
vagem (ha excec¢des). No sensu de Cronquist (1981), pertence a subclasse Rosidae
que é formada por uma planta considerada sob ponto de vista evolutivo como
intermediario entre Magnolidae primitivas e Asteridae avangadas. Em 1989,
Dahlgren relacionou o padrédo metabdlico filogeneticamente nas diversas subclasses
em angiospermas. A partir desses estudos, esse pesquisador expandiu a
classificacdo sistematica de Cronquist/Takthajan, sistema estes que distribuiam as
familias dicotileddnicas em seis ordens, para 25 superordens em Magnoliopsida
(DAHLGREN, 1995). Quase todas as espécies da familia apresentam simbiose de
suas raizes com bactérias do género Rhizobium e semelhantes, que fixam o
nitrogénio da atmosfera, uma caracteristica ecolégica de extrema importancia.
(WATSON, DALLWITZ,1992)

As espécies da familia Fabaceae sdo comuns em toda regido tropical e

subtropical. No Brasil, € encontrada praticamente em todo pais. A maioria é
adaptada as regides semi-aridas. Sao pouco exigentes e crescem em solos de baixa
fertilidade, ocorrendo naturalmente em beira de estradas (BARROSO, 1984).

O género Indigofera apresenta-se como um arbusto herbaceo, vegetando
espontaneamente em quase toda parte e, em especial nas imediagdes de cidades e
vilas. Possui abundante ramagem verde — esbranquicada e revestida de pélos e
folhas elipticas compridas e em forma de palmas (Figura 1). Suas flores, roseas e
middas, desabrocham em pequenos cachos. Os frutos, em forma de vagens
arredondadas e recurvas, contém sementes parecidas com feijdo. Possui raiz
principal sobre suas ramificagfes. Indigofera é um género amplamente distribuido

com espécies ocorrentes na Asia, México, Europa e América (BARROSO 1984).
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Figura 1. Aspecto das palmas com folhas, sementes e frutos da planta Indigofera

suffruticosa.

Diversos usos medicinais séo registrados para . suffruticosa destacando-se o
uso das folhas como antiespasmddico, sedativo, estomético, diurético e purgativo,
da raiz como odontélgica e util na cura da ictericia. Empregada também nas
mordeduras de cobras e como insetifuga, sendo esta Ultima propriedade extensiva
as sementes apOs serem pulverizadas (CORREIA, 1926). Recentemente, efeitos
anticonvulsivantes (ALEJO, MIRANDA, RODRIGUES, 1996), antiinflamatorios,
antiparasitarios, antimicrobianos, embriotoxicos, antitumorais (LEITE et al., 2003,
2004, 2006; VIEIRA, 2007) e genotoxicos (RIBEIRO, 1991). Possui propriedades
medicinais nos tratamentos de febres, parasitoses, doencas de pele e problemas
cardiacos (ALLEN, ALLEN, 1981).

Miller e Smith (1973) iniciaram as primeiras investiga¢des bioquimicas sobre a
Indigofera suffruticosa. Foi identificada como uma fonte rica em amino&cidos com
provaveis agfes toxicas quando utilizado o extrato de suas sementes.

Foi relatado a extracao de indigo natural com folhas de Baphicacanthus cusia,
Polygonum tinctorium Aid, Isatis tinctoria Fort, ou Indigofera tinctoria L. em
processos manufaturados para uso na medicina tradicional Chinesa para tratar
infeccdes virais do trato respiratorio e outras doencgas infecciosas (BENSKY et al.
1986).
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Apesar de o indigo ter um poderoso efeito na medicina chinesa (CHEN, XIE,
1994; ZHANG, 1983), a atividade antiviral (MAK, 2004), antiinflamatéria (KUNIKATA
et al, 2000) e anti-leucémica (WU, YANG, ZHU, 1979; ZHENG, 1979a; ZHENG
1979b; WU, 1980a, 1980b) é atribuida ao seu isébmero de cor vermelha, a indirubina
(MAK, 2004).

3.2. CELULAS NEOPLASICAS: SARCOMA 180 E CARCINOMA DE
EHRLICH

O Sarcoma 180 ou Tumor de Crocker € um tumor indiferenciado que foi
encontrado em ratos albinos machos em 1914. Estudos de microscopia eletronica
mostram contatos intercelulares caracteristicos de células de origem epitelial,
indicando ser esta neoplasia um carcinoma (ZUCKERBERG, 1973).
Histologicamente apresenta-se como massa sélida formada por células poliédricas
de citoplasma baséfilo e nucleo central, arranjadas em ninhos ou cordfes. O
pleomorfismo é acentuado. Ha estroma conjuntivo vascularizado, circundando e
permeando o tumor. Frequentemente ha necrose central. Pode ser transplantado por
inoculagdo subcutanea, intramuscular ou intraperitoneal e cresce rapidamente em
90% a 100% dos animais inoculados, havendo regressdo natural em 8% a 10%
desses. Em geral ocorre ulceracdo da pele ao redor do 28° dia ap6s a inoculagéo
subcutanea e os animais morrem em geral entre 0 28 ° e 0 30 ° dia (ZUCKERBERG,
1972; KAWAKUBO et al., 1980).

O tumor de Ehrlich foi introduzido por Ehrlich (1906) como um carcinoma
mamario de camundongos fémeas. Inicialmente, o tumor foi desenvolvido
experimentalmente sob a forma sélida, sendo transplantado em animais da mesma
espécie. Somente em 1932, com Loewenthal e Janh (1932), surgiu em forma
ascitica, ou seja, aquela desenvolvida no peritbnio de animais inoculados com
células tumorais. Sua disseminagdo é agressiva, a partir do sétimo dia é possivel
observar expressivo crescimento da massa tumoral, a qual continua crescendo e
invadindo os tecidos adjacentes até o 30° dia. Logo apés a inoculag&o, observa-se a
migracdo das células para os linfonodos regionais. Histologicamente, o tumor de
Ehrlich apresenta extensas &reas de necrose. Estas s&o oriundas da morte das

células neoplésicas, a qual é bastante intensa j& na primeira semana pos-
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inoculacdo. Intensa atipia e células extremamente anaplasicas sdo comumente
vistas por toda a lamina. O tumor possui poucas células inflamatérias e estroma
escasso (GUPTA et al, 2004).

Os tumores Sarcoma 180 e Carcinoma de Ehrlich se caracterizam por um alto
indice mitético e de invasividade, os quais constituem um excelente instrumento
didatico para o entendimento do comportamento dos tumores malignos (DAWE,
1982).

3.3. ATIVIDADE ANTITUMORAL

Em busca de principios ativos com acao sobre os diferentes tipos de tumores,
estudos feitos com espécies da familia Fabaceae tém mostrado resultados bastante
satisfatorios.

O extrato etandlico de Sesbania drumondii apresentou resultados positivos
quando testados em leucemia (PS) e KB (carcinoma nasofaringeo) in “vivo” através
do fracionamento isolando trés compostos denominados sesbanimida A, B e C
(RICHARDSON, 1984)

Em fragBes obtidas do extrato organico através da técnica de fracionamento
de Archicdendron ellipticum, Nielson mostrou atividade antitumoral contra linhagem
celular de melanoma “in vivo”. (BEUTLER et al,1997)

Atividade antineoplasica em células de céncer pancreatico humano foi
relatada com o uso de uma proteina L-canalina, isolada da Carnavalia ensiformes
(ROSENTHAL, 1997).

O dleo extraido de sementes de Psoralea coryfolia apresentou moderada
atividade antitumoral sobre papiloma induzido em camundongos por DBMA (7,12
dimetilbenzeno (a) antraceno). JA& em sarcoma induzido por 20-MCA (20-metil
colatreno), ocorreu efeito inibitério quando comparados aos controles (LATTA,
1999).

Em 1996, o Instituto de Hematologia da Academia Chinesa de Ciéncias
Médicas em pesquisas com Leucemia Mieloide Crdnica (LMC) tratadas com 11 tipos
de plantas (Chinese Pharmacopoeia, 1995), identificou o principio ativo da mistura
complexa (TANG, EISENBRAND, 1992; HAN, 1994; INSTITUTE OF
HAEMATOLOGY, CHINESE ACADEMY OF MEDICAL SCIENCES, 1979). Foi
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detectada a atividade de um ingrediente, Qing Dai (indigo naturalis), um forte azul
escuro, preparado com folhas de Baphicacanthus cusia (Acanthaceae), Polygonum
tinctorium (Polygonaceae), Isatis indigotica (Brassicaceae), Indigofera suffrutticosa
(Fabaceae) e Indigofera tinctoria (Fabaceae), porém, o efeito anti-leucemico é
atribuido ao ingrediente de cor vermelho denominado Indirubina, sendo o menor
constituinte da mistura (WU, 1979, 1980; ZHENG, 1979a, 1979b; WU, 1980).

A indirubina inibe a sintese de DNA de algumas células (HURRY, 1930;
ZHENG 1979a, 1979b; WU, 1980; ZHANG, 1983; CHEN, XIE, 1984; CHANG, BUT
1987; BALFOUR-PAUL, 1998), sendo inibidor seletivo da ciclina-quinase
dependente (CDK). O sistema de controle do ciclo celular € baseado em quinases
ativadas por ciclinas tendo um papel fundamental no ciclo de diviséo celular. Existem
vérios tipos de ciclinas, uma para cada etapa celular. A quinase é a unidade
catalitica e a ciclina, a unidade catalizadora. A indirubina e seus analogos inibem a
CDK competindo com o ATP, impedido a catalisagdo do glicogénio sintase quinase-3
(LECLERC et al., 2001), uma subunidade de uma quinase, bloqueando-a no estado
tardio de G1 e G2/M no ciclo celular.

DAMIENS et al, 2001, utlizando o composto indirubina-3"-monoxime
caracterizado e isolado por MARKO et al., (2001), investigou os efeitos da indirubina
no ciclo celular de células HBL-100 e observou que apesar do composto néo alterar
significativamente a acdo da maioria das células reguladoras, a indirubin-3-
monoxime paralisou a fase G2, sendo esse efeito revertido quando retirado a
exposicdo ao composto, porém induziu a polipléidia apenas na fase M em células
sincronizadas, mas as mesmas evoluiram com morte celular.

Alguns anélogos da indirubina como o 5-halogenoindirubina (GU, 1989), N-
etil-indirubina (JI, ZHANG, 1985), N-metil-iso-indigo (JI et al., 1991) e indirubin-3-
monoxime (Li et al. 1996), exibiram alta atividade antitumoral quando comparada a
indirubina em modelos animais (GU, 1989).

Trabalhos recentes utilizando extrato aquoso de |. suffruticosa demonstraram
baixa ordem de toxicidade aguda (LEITE et al., 2003). O extrato aquoso obtido por
infusdo 53% e maceragdo 62.62% nas doses de 50 mg/Kg possuem atividade
antitumoral in vivo sob Sarcoma 180.(VIEIRA et al., 2007).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material Vegetal

O vegetal foi coletado na fase adulta, no periodo da floracdo. O material para
estudo botanico foi acondicionado entre folhas de jornal, prensado e transportado até o
laboratério onde foi efetuada a herborizacdo. Aqueles destinados aos protocolos
fitoquimicos foram acondicionados em saco de “nylon”, procedendo-se seu
encaminhamento ao laboratério para as operacdes extrativas.

O material vegetal utilizado neste trabalho folhas I. suffruticosa, foi coletado
cidade de Nova Cruz no Estado de Pernambuco — Brasil em abril 2007 (Figura 2), no
periodo de abril de 2007. A amostra da planta encontra-se catalogada sob o nimero

32858, no Herbario da Universidade Federal de Pernambuco.

Figura 2 - Area de coleta da espécie I. suffruticosa (*)/ Nova Cruz — PE
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4.2. Drogas, solventes e reagentes

Acetato de etila PA MERCK
Metanol PA MERCK
Agua destilada

Acido Cloridrico (2N)

Acido Acético

Acido Formico

Diclorometano

Vanilina Cloridrica

Sephadex LH-20

Silica Gel

Solugéo salina (NacCl)

4.3. Equipamentos

Balanca FILIZOLA mod.p/5kg

Balanca eletronica de precisdo GEHAKA mod. BG 1000
Coluna 0,063-0,200mm

Corante vital Azul de Tripan (Merk) 0,4% p/v

Leitor optico ELX 800

Microscopio invertido LEITZ

Destilador FABBE-PRIMOR mod. 105

Placa aquecedora com agitador magnético, FISATON mod. 752"
Liofilizador L202 (LIOBRAS)

Estufa bacteriolégica (315 FANEM)

Capela de fluxo laminar (TROX FLV 503)

Freezer Consul 300L (CVU30C)

Autoclave (IBCC) mod. HI 300N

Estufa de esterilizagdo (FANEM) mod. 311 110V

Céamara fotogréfica Exilim (10.1 Mega Pixels)
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4.4. Animais

Foram utilizados 48 camundongos albinos suicos machos (Mus musculus),
saudaveis, com idade de 40 dias, pesando em média 25 a 40g, provenientes do
Biotério do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes-Recife, Pernambuco/Brasil. Os
animais receberam &agua e dieta (LABINA Purina-Brasil) “ad libitum” e foram
mantidos em condigdes normais de temperatura e umidade sob ciclo natural claro e
escuro de 12 horas. Os experimentos com animais foram realizados de acordo com
o Protocolo do Instituto Nacional do Cancer (GERAN et al., 1972) e com a aprovagao
do Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE) sob oficio de nimero 33/06, processo 009528/2006-60 de julho
de 2005. Todas as recomendagdes da Lei Nacional N° 6.638, 05/11/1979 para

manuseio cientifico dos animais foram respeitadas.

4.5. Linhagens celulares neoplasicas

Foram utilizados o sarcoma 180 e carcinoma de Ehrlich nas formas
asciticas mantido nos animais por transplante da suspensdo de células
tumorais (STOCK et al, 1955).

4.6. Obtencéo dos compostos quimicos

Folhas de I. suffruticosa (1,5kg) foram reduzidas a pequenos fragmentos e
submetidas a infusbes aquosas sucessivas (60°C, 3x2l), para uma concentragédo
final de 10%. Cerca de 5 g do extrato bruto foram submetidos a uma cromatografia
em coluna de Sephadex LH-20 empacotada e desenvolvida com metanol. As
fracdes eluidas 140 fragbes de 40 mL) foram monitoradas por CCD, reunidas
aquelas contendo indican, indigo e indirrubina e recromatografadas em coluna de gel
de silica Merck, 70-250 micra), empacotada em CH2CI2 e eluida com esta fase
movel e gradiente de polaridade crescente desta com acetato de etila (2, 5 e 100%)
e finalmente com acetato de etila-metanol (10%), perfazendo um total de 47 fragcoes
de 50 ml cada uma. As fragbes contendo indican - MeOH-AcOEt- 10% (Fr. 40-45;
310mg), o indigo - CH,CL,-AcOEt- 2% (Fr. 17-25; 250mg) e a indirubina - CH,CL,-
AcOEt- 5% (Fr. 32-35; 110mg) foram isoladas.
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O rendimento e caracterizagdo das fragbes metandlica e diclorometano do

extrato aquoso das folhas de I. suffruticosa encontram-se expressos na Tabela 1.

Tabela 1 - Rendimento dos compostos isolados das fragbes metandlicas e diclorometano do extrato

aquoso das folhas de I. suffruticosa.

Solventes Fragcdes/ Composto ativo | Rendimento
no
Metanol 40 a 45 Indican (marron) 310 mg
Diclorometano 17 a25 Indigo (azul) 250mg
Diclorometano 32a35 Indirubina 110mg
(vermelha)

Os compostos quimicos; indican, indigo e indirubina obtidos do extrato
aquoso de folhas da espécie I. suffruticosa foram utilizados para avaliacdo dos

ensaios bioldgicos.

4.7. Obtencéao das linhagens neoplasicas

4.7.1. Sarcoma 180 e Carcinoma de Ehrlich

Células do sarcoma 180 e do carcinoma de Ehrlich foram expandidas em dois
frascos pequenos (cada linhagem) de cultivo celular (60 mL) contendo meio de
cultura (DMEM + 10% SBF + 2,5 U/mL de penicilina + 2,5 pg/mL de estreptomicina)
foram cedidas pelo Departamento de Antibidticos/UFPE. O meio de cultura contendo
as células tumorais foi centrifugado (2000 rpm, por 10 min., a 4°C), o precipitado
celular foi suspeso em PBS (solugdo tampdo fosfato) e processado para
manutenc¢do da linhagem tumoral. Essa manutengé&o foi feita em cultivo, no qual as
células foram mantidas em frascos apropriados com meio de cultura composto por
Dulbeccos Modified Eagle Médium (DMEM), acrescido de penicilina, estreptomicina
nas dosagens supracitadas, além de soro fetal bovino termoinativado (SFB). Os
frascos eram mantidos em estufa a 37°. C, em atmosfera Umida contendo 5% de
CO2, sendo que, 0 meio era trocado a cada 48h (STOCK et al., 1955; GERAN et al.,

1972). A partir da cultura, as células do sarcoma foram mantidas em camundongos.
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4.7.2. Manutencao das linhagens celulares neoplésicas

A linhagem foi mantida através de passagens intra-peritoneais semanais da
seguinte maneira: apos sete dias da inoculagdo das células tumorais no peritdneo,
0s animais, o liquido ascitico contendo as células tumorais aspirado e as células
foram contadas e avaliadas quanto a viabilidade apds adi¢éo do corante vital azul de
Tripan e sua concentracdo ajustada para 10° células por mL. Outros camundongos
foram entdo, inoculados com 1 mL desta suspenséo celular via intraperitoneal para

utilizacéo do Departamento.
4.7.3.Implantagéo do tumor

O liquido ascitico contendo células tumorais foi aspirado sete dias apds sua
inoculagdo e centrifugado (70rpm, por 5min, a 4°C). De acordo com a contagem, a
concentracdo de células viaveis era ajustada com solugdo de NaCl estéril,
tamponada (PBS), para 5 x 10’ células por mL. E importante ressaltar que somente
as solucgdes cuja viabilidade celular foi acima de 95% foram utilizadas. O volume de
0,1 mL foi entdo inoculado por via subcutanea (sc) na regiao axilar direita de cada
camundongo (SHIRAI, IZUMI e YAMAGAMI, 1991).

4.8. Formacédo dos grupos experimentais

Para os experimentos, os animais foram divididos em grupos de 6
animais e mantidos no Biotério do Departamento de Antibi6ticos/UFPE. Esses
animais foram pesados e agrupados em gaiolas separadas e devidamente
etiquetadas. Os grupos e seus respectivos tratamentos encontram-se

expressos na tabela 2.

Tabela 2 — Esquema da quimioterapia dos compostos quimicos de folhas de I. suffruticosa

sobre as linhagens celulares neoplasicas.
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Compostos Linhagens
Grupos Dose _ _
quimicos celulares tumorais
Gla 25 mg/Kg Indican Sarcoma 180
Gib 25ug/Kg indigo Sarcoma 180
Glc 25ug/Kg Indirubina Sarcoma 180
G1d 0,2ml/Kg Solugéo Salina Sarcoma 180
G2b 25ug/Kg indigo Carcinoma de Ehrlich
G2c 25ug/Kg Indirubina Carcinoma de Ehrlich
G2d 0,2ml/Kg Solugéo Salina Carcinoma de Ehrlich
G3 0,2ml/Kg Solugéo Salina Sem tumor

4.9. Protocolo de Quimioterapia

Camundongos albinos suicos machos foram pesados e divididos ao
acaso em oito grupos de seis animais. Todas as drogas foram administradas
por via intraperitoneal (i.p.) (Figura 3). Nos grupos Gla, G1lb e Glc foram
injetados 0,3 mL de células do Sarcoma 180 i.p. (aproximadamente 3x10°
células). Nos grupos G2b,G2c e G2d foram injetados 0,3 mL de células do
Carcinoma de Ehrlich i.p. (aproximadamente 3x10° células). O tempo decorrido
entre a remocdo do tumor do animal doador até seu implante nos animais
receptores, ndo ultrapassou 60 minutos, conforme recomendado (GERAN et
al., 1972).

Apos 48 horas do implante, seré iniciada a quimioterapia via peritonral,
mediante administracdo das fragfes de l.suffruticosa em doses diarias de 25
mg/kg (Grupo Gla), e 25ug/Kg (G1b, G1c, G2b, G2c) e 0,2 mL de solugdo
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salina para os animais controles (Grupos G1d, G2d e G3), durante sete dias
consecutivos. A dose dos compostos administrada aos animais foi definida
baseando-se na DLs (LEITE, 2003).

Foi preparada uma solugcdo estoque com uma concentracdo de oito
vezes o volume utilizado diariamente para cada grupo de animal, necessario
para todo o periodo de tratamento. Esta solucéo foi acondicionada & 2°C em
frasco ambar hermeticamente fechado. No oitavo dia do experimento, 0s
camundongos foram eutanasiados para avaliacdo dos efeitos sob as linhagens
celulares (STOCK et al., 1955).

Figura 3. Meio de administracéo via intraperitonial.

4.10. Eutanéasia dos animais

Ao término do tratamento, oitavo dia, os animais foram pesados e sedados
com éter etilico (MERCK), coletado amostra sanguinea através de puncao central
intracardiaca (TESH, 2001) para coleta sanguinea, precedendo a morte do animal
(Figura4).
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Figura 4. Puncéo central intracardiaca

4.11. Processamento das amostras do tumor

Apés incisdo na pele de cada camundongo receptor (Figura 5), o tumor foi
removido e transportado para uma placa de Petri esterilizada, contendo solucéo de
garamicina, a uma concentragcdo de 2 mg/100mL de NaCl 0,9 % (p/v). Os fragmentos
foram pesados e fixados em formol tamponado (solugao tampao de aldeido férmico
neutro), sendo o volume de fixador 10 vezes maior que o volume do fragmento. A
fixac&o ocorreu em temperatura ambiente durante 24 horas (GERAN et al., 1972).

Os procedimentos foram realizados dentro do protocolo estabelecido da
Cancerologia Experimental do Departamento de Antibidticos de acordo com Geran
et al. (1972). Cuidados foram devidamente tomados, para evitar a contaminacgéo e o
esmagamento dos tumores no processo de manipulacdo. Materiais cirargicos
estéreis e individuais para manipulagdo dos tumores foram utilizados. Balanca
analitica foi necessaria para o procedimento da pesagem dos mesmos. O tempo
decorrido da retirada do tumor do animal doador, até a sua implantacao, ndo devera
exceder 30 minutos.

Figura 5. Incisdo com exposicao do tumor.

A inibicao tumoral foi calculada segundo a férmula abaixo. A relagcdo T/C
deve ser considerada como atividade significativa da droga, correspondendo a
uma inibicdo de 58% (GERAN et al., 1972).

TWI1% = C — T x100, onde
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C
TWI% = Percentual de inibicdo do peso tumoral
C = Média do peso dos tumores do grupo controle

T = Média do peso dos tumores do grupo tratado

4.12. Andlise estatistica

Os parametros corporais dos animais estdo expressos em média + EP
seguido do teste “t” student, p<0,005. Os parametros das linhagens celulares
tumorais foram analisados utilizando-se Analise de Variancia (ANOVA) seguidos de
Kruskal-Wallis onde p< 0.001. As avaliagdes das linhagens celulares dos tumores

foram expressas em Mediana (min-max).
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5. RESULTADOS

5.1.Compostos quimicos identificados e isolados de folhas de I

Suffruticosa.

No ensaio fitoquimico foram identificados e isolados compostos quimicos
obtidos do extrato aquoso de folhas de Il.suffruticosa. O extrato revelou a presenca
de indican por cromatografia de camada delgada (CCD). Posteriormente deste
extrato foi obtido duas fragbes; MeOH e CH,Cl,. Da MeOH foi isolado o composto
quimico indican. Da CH,CI, foram isolados dois compostos quimicos, o indigo e a
indirubina. Os compostos quimicos indican, indigo e indirubina foram utilizados nos

ensaios bioldgicos.
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5.2. Peso corporal de camundongos portadores de linhagens celulares

neoplésicas sobre os efeitos de indican, indigo e indirubina

O peso corporal dos animais portadores de linhagens celulares neoplésicas
sobre os compostos quimicos; indican, indigo e indirubina obtidos de fracdes MeOH
e CH,CI, do extrato aquoso de folhas de I. suffruticosa esta expresso nas figuras 6 e
7. O experimento demonstrou que os grupos portadores dos tumores Sarcoma 180
(Figura 6) sobre o efeito dos compostos quimicos apresentaram o0s seguintes
resultados: na concentracdo de 25mg/Kg o indican apresentou 3,09+1,76,
concentragdo de 25ug/Kg o indigo apresentou 1,43+2,59 e indirubina 1,22+2,37;
para 0os grupos controles salina/tumor foi de 4,49+3,38 e salina/sem/tumor foi de
2,12+1,63. De um lado, o indican e indigo ndo foram significativos quando
comparados com o0s controles salina/tumor e salina/sem/tumor. Por outro lado,
indirubina apresentou reducéo significativa dos pesos corporais dos animais com
percentual de 57,37% quando comparado com o salina/tumor e 8,02% quando
comparado com salina/sem/tumor, ambos o0s controles apresentaram

desenvolvimento de 100%.

Peso corporal - Sarcoma 180
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Figura 6 - Pesos corporais em camundongos portadores do tumor sarcoma 180 sobre o efeito dos
compostos ativos, indican, indigo e indirubina de folhas de I. suffruticosa. Os dados estdo expressos
com média + EP seguido do teste one way — Andlise de Variancia em 28 animais, p< 0,005. Os
grupos com sarcoma 180: Gla — Indican 3,09+1,76; G1b — indigo 1,43+2,59 e Gilc — Indirubina
1,22+2,37. Grupos controles: G1d — Salina/tumor 4,49+3,38 e G3 — Salina/sem/tumor 2,12+1,63
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Os pesos corporais dos animais dos grupos portadores do Carcinoma de
Ehrlich (Figura 7) sobre o efeito do indigo apresentou 1,48+3,21 e Indirubina
1,02+1,21. Esses dados ndo foram significativos quando comparados com o0s

controles, salina/com/tumor 2,38+1,78 e salina/sem/tumor 2,12+1,63.

Peso corporal - Carcinoma de Ehrlich
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Figura 7 - Pesos corporais em camundongos portadores do tumor carcinoma de Ehrlich
sobre o efeito dos compostos ativos indigo e indirubina de folhas de I. suffruticosa. Os dados estao
expressos com média + EP seguido do teste one way — Analise de Varidncia em 23 animais, p<
0,005. Os grupos com carcinoma: G2b — indigo 1,4843,21 e G2c — Indirubina 1,02+1,21 Grupos
controles: G2d — Salina/com/tumor 2,38+1,78 e G3 — Salina/sem/tumor.G3 2,12+1,63



Maranhéo, J.B. Indican, indigo e Indirubina de folhas de Indigofera suffruticosa Mill sobre linhagens celulares 35
neoplasicas.

5.3. Indican, indigo e indirubina de Indigofera suffruticosa sobre

linhagens celulares neoplasicas.

Os aspectos gerais dos tumorais Sarcoma 180 e Carcinoma de Ehrlich de
camundongos apos sete dias de tratamento com compostos quimicos; Indican,
indigo e Indirubina encontram-se registrados nas figuras 8 e 9. Contudo, as
atividades dos compostos quimicos sobres as linhagens celulares estdo expressos
nas figuras 10 e 11.

Com relacdo aos aspectos gerais do tamanho dos tumores dos grupos
tratados com indigo e indirubina, foram observados que os tumores com sarcoma
(Figura 8 - G1B, G1C) e carcinoma (Figura 9 - G2B, G2D) apresentaram-se
bastantes reduzidos. Como visto, nestas linhagens celulares ndo foi demonstrado
inibicdo dos tumores.

Figura 8 - Aspecto geral dos tumores (Sarcoma 180) apés sete dias de tratamento. G1A —
Sarcoma 180 com Indican; G1B — Sarcoma 180 com indigo; G1C - Sarcoma 180 com Indirubina; G1D
— Sarcoma 180 com Salina.

Figura 9 - Aspecto geral dos tumores (Carcinoma de Ehrlich) apds sete dias de tratamento.
G2B — Carcinoma Ehrlich com indigo; G2C — Carcinoma Ehrlich com Indirubina; G2D — Carcinoma de
Ehrlich com Salina.
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5.4. Atividades das linhagens celulares - sarcoma 180

O Indican na concentracdo de 25 mg/Kg por via i.p. apresentou redugcao do
peso do sarcoma 180 G1A — (1,04+0,791) com percentual de inibicdo de 34,98%,
entretanto, neste grupo foram observados dois tumores com tamanho bastante
reduzido (Figura 7 G1A). Os animais com Sarcoma 180, tratados com o indigo G1B
(4,030+2,150) e a indirubina de G1C (4,302+2,656) apresentaram um percentual de
crescimento de 36,15% e 45,27% respectivamente quando comparados ao grupo

controle sarcoma/salina G1D (2,96+0,79) com desenvolvimento de 100%.

Sarcoma 180
8,00 -

7,00

6,00

5,00

4,00

3,00

il .
0,00 T

G1D G1A G1B Gi1C

Peso (9)

Figura 10 — Efeito dos compostos: Indican, indigo e Indirubina sobre o Sarcoma 180 em
camundongos. Os dados estao expressos com média + EP seguido do teste one way — Analise de
Variancia em 23 camundongos, p< 0,005. Os grupos tratados: G1A — Indican 1,04+0,791; G1B —
indigo 4,030+2,150 e G1C — Indirubina 4,302+2,656. Grupos controles: G1D — Salina/com/tumor
2,96+0,79.
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5.5. Atividade das linhagens celulares - carcinoma de Ehrlich

Os animais portadores do Carcinoma de Ehrlich sobre o efeito dos compostos
quimicos na concentracdo de 25ug/kg por via i.p. para o indigo 2,738+1,021 e
indirubina 3,916+1,895, apresentaram percentuais de crescimento de 27,44% e
43,6% respectivamente. Estes grupos tratados com 0s compostos quimicos foram
comparados ao grupo controle Salina/com/tumor (2,15+1,30) que demonstrou

desenvolvimento tumoral de 100%.

Carcinoma de Ehrlich
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Figura 11 — Efeito dos compostos: indigo e Indirubina sobre o Carcinoma de Ehrlich em
camundongos. Os dados estao expressos com média + EP seguido do teste one way — Analise de
Variancia em 23 camundongos, p< 0,005. Os grupos tratados: G2B — indigo 2,738+1,021 e G2C —
Indirubina 3,916+1,895. Grupos controles: G2D — Salina/com/tumor 2,15+1,30.
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6. DISCUSSAO

Diversos usos medicinais foram registrados para |. suffruticosa destacando-se
o uso das folhas como antiespasmddico, sedativo, estomatico, diurético, purgativo
(CORREIA, 1926), anticonvulsivantes (ALEJO, MIRANDA, RODRIGUES, 1996),
recentemente tem sido descritos atividades antiinflamatérios, antiparasitarios,
embriotéxicos antimicrobianos, antitumorais (LEITE et al., 2003, 2004, 2006; VIEIRA,
2007).

O presente estudo foi realizado para investigar os efeitos dos compostos
quimicos isolados indican, indigo e indirubina, obtidos de folhas de I. suffruticosa,
sobre o peso corporal e tumoral em camundongos portadores de linhagens de
células neoplasicas.

Os resultados obtidos neste trabalho mostram a presenga predominante do
indican no extrato aquoso de folhas de | suffruticosa. Posteriormente foram isolados
deste extrato, os compostos quimicos indigo e a indirubina.

Schunck em 1855 descreveu um componente que nomeou indican, o qual
considerou o precursor do indigo extraido da Indigofera sp. e Polygonum tinctorium
Ait. Em 1900, Hoogewerff e Meulen estabeleceram sua estrutura como —indoxyl -
glucoside* (Systematic name: 1-O-(1H-indol-3-yl)-_-_-glucose or 1H-indol-3-yl-3-D -
glucoside) (HURRY, 1930). Estudos preliminares utilizando extrato metandlico da
Isatis tinctoria demonstraram a presenca do Isatan B, o derivado direto do Indican e
o Isatan A, maior precursor do indigo (OBERTHUR, 2004).

Com relacdo a essas moléculas encontra-se na literatura consultada, relato
que sdo compostos quimicos ativos na inibicdo da sintese de DNA em varias
linhagens celulares (HURRY, 1930; ZHENG 1979a, 1979b; WU, 1980; ZHANG,
1983; CHEN, XIE, 1984; CHANG, BUT 1987; BALFOUR-PAUL, 1998) Alguns
estudos tém demonstrado que a indirubina e seus derivados inibem a CDK
competindo com o ATP, impedido a catalisacdo do glicogénio sintase quinase-3
(LECLERC et al., 2001), uma subunidade de uma quinase, bloqueando-a no estado
tardio de G1 e G2/M no ciclo celular.

A ocorréncia desses compostos foi evidenciada através de levantamento na
literatura, onde primeiramente, consultaram-se cole¢bes genéricas, Chemical
Abstracts (1907-2002) e o banco de dados (NAPRALERT 2003), especificos para
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produtos naturais. A partir destes dados, acredita-se que é justificado um estudo
fitoquimico futuro, na caracterizagdo destes compostos quimicos visto que eles sdo
abundantes em Indigofera.

O uso de drogas quimiotergpicas do cancer envolve o risco de toxicidade nos
pacientes. Pesquisas, contudo, séo realizadas a fim de desenvolver drogas que

atuam seletivamente no tumor.

De um lado, o indican e indigo ndo apresentaram reducao significativa dos
pesos corporais dos animais quando comparados com salina/com/tumor e
salina/sem/tumor. Por outro lado, a indirubina apresentou redugao significativa dos

pesos corporais dos animais com percentual de 57,37%

Em nossos resultados contatou-se uma redugdo néo significativa de peso
corporal dos animais portadores de sarcoma 180 sobre os efeitos do indican e indigo
quando comparados com salina/com/tumor e salina/sem/tumor. Por outro lado, a
indirubina apresentou reducéo significativa dos pesos corporais dos animais com
percentual de 57,37%.

O peso corporal de animais portadores sarcoma 180 sobre o efeito de folhas
de |. suffruticosa foi reportado por Vieira, 2007, similar ao presente trabalho n&o
apresentaram alteragdo de massa muscular significativa.

Os pesos corporais dos animais portadores de Carcinoma de Ehrlich tratados
com indigo e indirubina ndo apresentaram peso significativo.

Entretanto ao comparar o peso corporal dos animais portadores de sarcoma
180 e carcinoma de Ehrlich ambos submetidos aos efeitos dos compostos quimicos,
ndo apresentaram diferenga significativa.

Em nosso estudo, a manutencdo do peso corporal dos animais pode ser
justificada por duas hipoteses. Aumento de liquido ascitico ou baixa toxidade da
substancia.

O liquido ascitico € a fonte nutritiva direta para as células neoplasicas
(PRASAD E GARI, 1994) e sugere uma maior agressividade do tumor influenciando
em seu peso tumoral, mascarando as alteragdes nutricionais do animal (GUPTA, et
al. 2006).

Ensaios toxicolégicos realizados com I. suffruticosa podem ser considerados

praticamente atoxicos visto que a DLsy ndo pbde ser determinada, pois o0 extrato
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aquoso de folhas nas diferentes doses de 50 a 2.000mg/kg i.p. ndo provocou indice
de mortalidade em camundongos albinos suicos durante 72hs de observacéo,
sugerindo baixa ordem de toxicidade (LEITE et al., 2006), dados estes encontrados
também por Jiménez-Medina (2006) em ensaio antitumoral utilizando extrato de
Calendula officinalis, onde associou a toxidade da substancia & perda de peso e
consequente morte do animal.

Em ensaio utilizando extrato metandlico de Careya arborea em quatro
linhagens neoplasicas ndo apresentaram reducéo significativa de peso corporal nos
animais experimentais apesar de apresentar redugdo significativa nas contagens
celulares neoplasicas (SENTHILKUMAR et al.,2007).

Em nossos experimentos, constatou-se que o0s efeitos dos compostos:
indican, indigo e indirubina sobre camundongos portadores de sarcoma 180 e indigo
e indirubina sobre o carcinoma de Ehrlich apresentaram redugé&o nao significativa
dos tumores. Estes resultados concernentes aos compostos quimicos de folhas de I.
suffruticosa ndo corroboram com os resultados encontrados por Vieira et al (2007)
que utilizando extratos aquosos de folhas de I. suffruticosa por infusdo e maceragao
sobre Sarcoma 180 em camundongos nas concentragbes de 50mg/Kg ip.,
apresentaram reducgdo significativa do peso tumoral de 64,53% e 62,62%
respectivamente. Entretanto, em relacdo aos aspectos gerais dos tumores dos
grupos; tratados com indican, indigo e indirubina sobre as linhagens celulares
neoplasicas, alguns tumores apresentaram-se bastante reduzidos.

Damiens et al. (2001), utilizando o composto indirubina-3"-monoxime
caracterizado e isolado por MARKO et al., (2001), investigou os efeitos da indirubina
no ciclo celular e observou que apesar do composto nédo alterar significativamente a
acdo da maioria das células reguladoras, a indirubina paralisou a fase G2, sendo
esse efeito revertido quando retirado a exposicdo ao composto, porém induziu a
polipléidia apenas na fase M em células sincronizadas, mas as mesmas evoluiram
com morte celular. Leite et al. (2004) investigando o extrato aquoso de folhas de I.
suffruticosa em células embrionarias de camundongos, utilizando diferentes
concentracgdes, observou na dose de 10mg/Kg uma paralisagdo durante o processo
de diviséo dos blastdmeros.

Em nossos resultados, apenas quatro animais morreram durante a
quimioterapia. Uma observagéo interessante, por um lado o grupo controle

aumentou o peso corporal dos animais com menor crescimento tumoral. Por outro
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lado, nos grupos portadores das linhagens celulares neoplasicas, ocorreu um
aumento de liquido ascitico de aspecto hemorragico em regido peritonial.

Os critérios de confianga para julgar o valor de toda a substancia com
atividade antitumoral é o aumento na expectativa de vida. (Clarkson e Burchenal,
1965). Badami et al. (2003) demonstrou em seus estudos que a redugdo das ascite
foi encontrada em animais com reducdo significativa da contagem de células
neoplasicas aumentando a expectativa de vida dos animais.

Em nossa pesquisa, os animais portadores das linhagens -celulares
neoplasicas tratados com indigo e indirubina apresentaram reducdo de peso
corporal sugerindo uma desnutricdo dos animais, no entanto a I|. suffruticosa
apresenta baixa ordem de toxicidade (LEITE et al., 2006). A contagem de células
nao foi realizada, sendo parametro para avaliacdo o peso do tumor (Badami et al.,
2003)

Apesar de nosso estudo n&o apresentar inibigdo significativa das linhagens
celulares neoplésicas, a acdo da indirubina na literatura tem seus pilares bem
firmados.

Alguns anélogos da indirubina como o 5-halogenoindirubina (GU, 1989), N-
etil-indirubina (JI, ZHANG, 1985) e N-metil-iso-indigo (JI et al., 1991), indirubin-3’-
monoxime (LI et al. 1996), apresentaram alta atividade antitumoral quando
comparados em modelos animais (GU, 1989). Uma caracteristica importante é que
alguns analogos da indirubina apresentam-se com pouca absor¢do e solubilidade
(J1, ZHANG, 1985).

Os resultados deste estudo indicam que os compostos ativos isolados do
indigo e indirubina podem ser um analogo com pouca absor¢éo e solubilidade, neste
caso nao interferindo diretamente nos efeitos das atividades antitumorais nas
linhagens celulares neoplasicas estudas.

Este resultado motivou trabalhos adicionais ora desenvolvidos nos
departamentos de Farmécia e Histologia e Embriologia da UFPE visando a
caracterizacdo do indigo e da indirubina de folhas de I. suffruticosa, o que possibilita
a perspectiva da identificagdo de seus analogos assim como investigar suas
atividades sobre as diferentes as linhagens células.

.Esta é uma planta promissora para estudos futuros no desenvolvimento de

novas drogas quimioterapicas.
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7. CONCLUSOES

Os constituintes quimicos identificados e isolados das fracdes metandlica e
diclorometano do extrato aquoso das folhas de I. suffruticosa foram o indican, indigo
e indirubina.

O composto indirubina influenciaram significativamente na redugéo ponderal

dos camundongos albinos suicos.

O indican nédo reduziu significativamente o peso médio do tumor Sarcoma 180

na dose de 25mg/Kg por via i.p.

O indigo e indirubina na dose 25ug sobre as linhagens celulares dos tumores
Sarcoma 180 e Carcinoma de Ehrlich na dose 25ug/Kg ndo apresentaram inibicéo

tumoral significativa quando comparados com 0s grupos controle.
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8. PERSPECTIVA

Com base neste estudo e em dados encontrados na literatura observamos
que os compostos quimicos isolados, indigo e indirubina s&o inibidores seletivos do
sistema de controle do ciclo celular, isto nos leva a questionar o porqué de néo
apresentaram efeitos inibitérios sob as linhagens celulares utilizadas. Sabemos que
alguns analogos apresentam maior predisposi¢do a solubilidade e absorcdo. Assim
futuramente estudaremos a caracterizacao destes compostos e seus analogos e 0s

possiveis efeitos inibitdérios em outros tipos de linhagens celulares neoplasicas.
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica
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Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
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Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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