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Indigofera suffruticosa Mill: um meio terapéutico alternativo anti-cancer

RESUMO

Indigofera suffruticosa Mill (Fabeceae) ocorre em abundancia no nordeste
brasileiro e tem intenso uso popular no tratamento de infeccdes, inflamacGes e outros processos.
Para explorar o potencial desta planta e dar uma base cientifica a sua utilizacao, este trabalho
experimental foi desenvolvido investigando-se a presenca de compostos quimicos majoritarios
em extratos de folhas de I. suffruticosa obtidos por infusdo e os efeitos citotoxico e antitumoral
dos extratos de folhas de I. suffruticosa obtidos por infusdo e maceracdo. O material utilizado foi
obtido a partir de um screening fitoquimico de folhas onde foram evidenciados protocolos
extrativos de identificacdo de moléculas majoritarias presentes nas folhas. As moléculas
majoritarias identificadas foram: alcaloides, polifendis, terpenoides, agucares e indigo. O extrato
aquoso ndo exibiu citotoxicidade contra células HEp-2 (Human Larynx Epidermoid Carcinoma
Cells) pelo método MTT. A atividade antitumoral dos extratos aquosos por infusdo (64,53%) e
maceracao (62,62%) frente ao Sarcoma 180 em camundongos na dose de 50 mg/kg i.p., baseada
na baixa ordem de toxicidade, foi comparada com o grupo controle que mostrou desenvolvimento
tumoral de 100%. Os referidos extratos produziram reagdes comportamentais nos sistemas
nervosos central e periférico sem apresentar alteracdo de massa muscular. Considerando a baixa
ordem de toxicidade e a alta efetividade na inibicdo do crescimento de tumor sélido, o extrato
aquoso de folhas de I. suffruticosa pode ser usado como agente terapéutico alternativo anti-

cancer.

Palavras-Chave: Indigofera suffruticosa, extrato aquoso, ensaio fitoquimico, atividade

citotéxica, atividade antitumoral.
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Indigofera suffruticosa Mill: um meio terapéutico alternativo anti-cancer

ABSTRACT

Indigofera suffruticosa Mill (Fabeceae) occurs in the Northeast countryside and
has intensive popular use in the treatment of infectious, inflammatory and other processes. To
explore the potential of this plant and show a scientific basis to its utilization, this experimental
work was developed investigating the presence of majority molecules in aqueous extracts of
leaves of I. suffruticosa obtained by infusion and the cytotoxic and antitumoral effects of the
extracts of I. suffruticosa leaves obtained by infusion and maceration. The material was obtained
by a phytochemical screening of leaves where extractive protocols of identification of majority
molecules present in the species. The majority identified molecules were: alkaloids, polyphenols,
terpenes, sugars, and indigo. The aqueous extracts did not exhibit cytotoxicity against HEp-2
(Human Larynx Epidermoid Carcinoma Cells) cell lines by MTT method. The antitumor activity
of aqueous extracts by infusion (64.53%) and maceration (62.62%) against Sarcoma 180 in mice
at a dose of 50 mg/kg (i.p.), based on low order of toxicity was comparable to the control group,
which showed a tumoral development of 100%. The extracts showed reaction effects in central
and peripherical nervous systems and no alteration in muscle mass. Considering the low order of
toxicity and the highly effective in inhibiting growth of solid tumor, the aqueous extracts of

leaves of I. suffruticosa may be used as anti-cancer agent as an alternative therapeutic mean.

Key words: Indigofera suffruticosa, aqueous extract, phytochemical assay, citotoxic activity,

antitumoral activity.
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1. INTRODUCAO

A quimioterapia percorre estreito caminho entre a eficacia e a toxicidade. De fato,
0s protocolos quimioterapicos estdo muito frequentemente limitados, ndo pelo grau de
mortalidade das células tumorais, mas pelas a¢des tdxicas ao paciente (MACEWEN, et al., 1992).

O maior avanc¢o da quimioterapia tem sido sua habilidade em evitar a dispersao ou

metastase do céncer, 0 que ndo se consegue através da cirurgia. A reagdo aos agentes
quimioterapicos em cada paciente € Unica e em geral com muitos efeitos colaterais. Esse fato
estimula a procura por agentes com efeitos menos toxicos.
A avaliacédo do potencial terapéutico de plantas medicinais e de alguns de seus constituintes, tais
como flavondides, alcalbides, triterpenos, sesquiterpenos, taninos, lignanas, etc, tem sido objeto
de incessantes estudos, onde ja foram comprovadas as a¢des farmacoldgicas através de testes pré-
clinicos com animais (HAVSTEEN, 1983; CALIXTO et al., 1990; CECHINEL FILHO, 1998).
Muitas destas substancias tém grandes possibilidades de no futuro serem utilizadas como agentes
medicinais.

O diterpeno anticancerigeno taxol, isolado de plantas do género Taxus, que apos
sua sintese em escala industrial, ja se encontra disponivel no mercado farmacéutico, constitui-se
uma grande esperanca para pessoas portadoras de cancer nos ovarios e pulmdes (KINGSTON,
1991; HORWITZ, 1994). Em 1970 o taxol teve sua estrutura quimica determinada e em 1980
cientistas do Albert Einsten Medical College registraram sua atuacdo sobre a tubulina dos
microtubulos, inibindo a divisdo celular (WANI et al., 1971). Em 1991 o taxol foi considerado
pelo National Cancer Institute a mais importante droga contra o cancer dos ultimos 15 anos e em
1992 a The Food and Drug Administration (FDA) aprovou o taxol contra o cancer de ovario

reincidente. Hoje a droga é usada para varios canceres, incluindo mama, pulmao e Sarcoma de
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Karposi (AGUS et al., 1999). Entretanto, estudos visando a cura de outros tipos de cancer e de
outras enfermidades com deficiente profilaxia tém avancado significativamente tanto em termos
de produtos sintéticos como naturais.

Quando se procura obter substancias ativas de plantas, um dos principais aspectos
que deve ser observado consiste nas informagdes da medicina popular. Dados da literatura
revelam que é muito mais provavel encontrar atividade bioldgica em plantas orientadas pelo seu
uso na medicina popular do que em plantas escolhidas ao acaso (MONTELLANO, 1975;
FARNSWORTH et al., 1981; UNANDER et al., 1995).

No Brasil, a utilizacdo de plantas medicinais para o tratamento de enfermidades
estd arraigada as culturas indigena, negra e dos imigrantes europeus. Por muito tempo tal
procedimento representou a principal forma de cura, especialmente entre a populacdo rural.
Entretanto, com o processo de urbanizacdo e o desenvolvimento da industria quimica, os
medicamentos sintéticos passaram a predominar na terapia moderna.

O reconhecimento e o resgate da sabedoria popular sobre as plantas medicinais sdo fundamentais
as familias rurais, pelo fato da fitoterapia caseira ser uma fonte de cura, muitas vezes a Unica
devido a falta de outros recursos para cuidar da satde. A cultura popular rural representa a base
de informacédo para a pesquisa cientifica e a industria farmacéutica, ou seja, é ponto de partida
para ao desenvolvimento dos fitoterapicos e outros medicamentos industrializados. Com o
objetivo, de também possibilitar uma melhor compreensdo do tema o Laboratério de Cultura de
Células do Departamento de Histologia e Embriologia e o Laboratério de Produtos Naturais do
Departamento de Farmacia do Centro de Ciéncias da Salde da Universidade Federal de

Pernambuco vém desenvolvendo experiéncias com plantas medicinais da flora nordestina.
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Essas plantas s@o estudadas quanto a seus constituintes e propriedades bioldgicas
nestes Laboratorios. A interacdo desses dois setores de estudo tem detectado plantas com
potentes efeitos bioldgicos como também os possiveis constituintes presentes em seus extratos 0s
quais sdo atribuidos efeitos farmacoldgicos. Desse modo abrem-se perspectivas para a elaboracéo
de pesquisas mais acuradas de plantas de expressivo potencial terapéutico. Como exemplo,
podemos citar trabalhos acima referidos, com base no uso popular da I. suffruticosa.

A |. suffruticosa Mill é uma planta da familia Fabaceae originaria da india,
comum em toda a regido tropical e subtropical, € uma leguminosa utilizada na adubacdo verde e
cobertura dos solos. No Brasil, é 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, inflamacéo
aguda da pele e hemorragias nasais. A infusdo das folhas e raizes é considerada
antiespasmadicas, diuréticas, estomaquicas, febrifugas, purgativas e sedativas. Emprega-se, com
bons resultados esta mesma infusdo 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 (PIO CORREIA, 1926; BRAGA, 1976; MATOS, 1999). Estudos farmacoldgicos
mostraram que a planta apresenta acao toxicoldgica e toxicogénetica (RIBEIRO et al., 1991).
Pesquisa recente tem realizado trabalho para explorar o potencial desta planta e dar uma base
cientifica a sua utilizacdo (LEITE et al., 2003, 2004, 2006). A diversidade de informagdes sobre o
assunto leva a formulacdo da hipdtese sobre a eficacia terapéutica e ou sobre a toxicidade da
planta. Para comprovar estes dados objetivou-se verificar as atividades antitumoral e citotoxica

de extrato aquoso de folhas de I. suffruticosa.
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2. OBJETIVOS

Geral

Realizar um estudo fitoquimico nas folhas da espécie I. suffruticosa Mill (Fabaceae) ocorrente no
Estado de Pernambuco através de cromatografia em camada delgada.

Contribuir para o aprofundamento dos conhecimentos relativos as propriedades Biologicas in
vivo e in vitro do género Indigofera e dar subsidios as potencialidades da planta como agentes
medicamentosos e ou toXicos.

Especificos

Investigar a presenca de compostos quimicos majoritarios em extratos de folhas de I. suffruticosa
Avaliar a atividade citotoxica do extrato aquoso de folhas de 1. suffruticosa pelo método MTT.
Avaliar a atividade antitumoral de extratos aquoso de folhas de I. suffruticosa em camundongos

albinos suicos.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. CONSIDERCOES GERAIS SOBRE A I. suffruticosa Mill

A Familia Fabaceae é constituida por cerca de 12.000 espécies inseridas em 482
géneros, amplamente distribuidos na natureza. No Brasil, estdo presentes 88 géneros nativos ou
subespontaneos e 19 cultivados. No sensu de Cronquist (1981), pertence a subclasse Rosidae que
¢ formada por planta considerada sob ponto de vista evolutivo como intermediario entre
Magnoliidae primitivas e Asteridae avancadas. Em 1989, Dahlgren relacionou o padrao
metabolico 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 dicotiledénicas em seis ordens, para 25 superordens em Magnoliopsida

(DAHLGREN, 1995).

Dentre os numerosos géneros da familia Fabaceae, encontra-se aquele denominado
Indigofera. A origem da palavra Indigofera provém da palavra alemd - indigo que significa
producdo de pigmento azul (indigo blue) que pode ser extraido de I. tinctoreas e de outras cinco
especies. O género Indigofera apresenta-se como um arbusto herbaceo, vegetando
espontaneamente em quase toda parte e, em especial nas imediacdes de cidades e vilas. Possui
abundante ramagem verde — esbranquicada, revestida de pélos e folhas elipticas compridas e em
forma de palmas. Suas flores, réseas e mildas, desabrocham em pequenos cachos, os frutos, em

forma de vagens arredondadas e recurvas, contém sementes parecida com feijdo (Figuras 2 e 3).



Vieira, J.R.C. Indigofera suffruticosa Mill: um meio Terapéutico Alternativo Anti-Cancer.

Possui raiz principal sobre suas ramificagdes. Indigofera é um género amplamente distribuido

com espécies ocorrentes na Asia, México, Europa e América (BARROSO, 1984).

O uso mais conhecido e antigo do género Indigofera é a producdo do pigmento
azul. No século XVI, o pigmento atingiu preco equivalente a 220 ddlares/kg e era mais
importante para os europeus do que o cravo da India. Com a colonizagio, as Américas passaram
a ser grandes fornecedores do pigmento. A indUstria usou o indigo até o inicio do nosso século
quando a producdo sintética de anilina substituiu o pigmento natural. Ainda hoje, as comunidades
do interior do Brasil fabricam e usam o pigmento para colorir roupas de l1a e algoddao. A
tecnologia de produgéo consiste em fermentar as folhas para liberar o pigmento, produzindo um
macerado esverdeado que é coado e alcalinizado com soda ou cinza, obtendo-se assim o

pigmento azul (ALLEN et al., 1981; RODRIGUES-KABANA et al., 1988).

O principal uso atual da Indigofera sp. é adubacdo verde e cobertura de solo.
Diversas espécies sdo usadas como forrageiras anuais ou perenes, porém algumas espécies como
a |. spicata apresenta toxicidade (AYLWARD et al., 1987). Espécies arboreas sdo usadas em
paises da Asia, no sombreamento de culturas como ch4, café e cacau. No Brasil, a espécie mais
comum € a |. hirsuta, de crescimento espontaneo em todo sudeste. A espécie vegetal I. hirsuta é
usada como adubo verde e forragem e tem sido recomendada como potencialmente controladora
de nematdides. Como forragem € bem aceita pelos animais ap6s a fenacdo (ALLEN et al., 1981,

AYLWARD et al.,1987).
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O uso potencial, incluindo o controle de erosdo em areas arenosas por espécies
rasteiras, como |. miniata; revegetacdo por espécie arbdreas de crescimento rapido, I. tesymanni;
muito plantada no Sri-Lanca, apresenta crescimento extremamente rapido, podendo alcancar a

altura de 7 metros em um ano (ALLEN et al., 1981).

A Indigofera suffruticosa Mill da familia Fabaceae (Figura 1, 2 e 3) é bem
representada na regido do Agreste Pernambucano, comum em toda regido tropical e subtropical
(BRAGA, 1985). Diversos usos medicinais sao registrados para I. suffruticosa destacando-se o
uso das folhas como agente antiespasmoédico, sedativo, estomético, diurético e purgativo,
antiepiléptico, anticonvulsivante e antiinflamatério e da raiz na ictericia (LEITE et al., 2003;
BHASKAR et al.,, 1982; ROIG, 1974). Recentemente, efeitos embriotoxicos e atividade
antimicrobiana tém sido relatados (LEITE et al., 2003, 2004, 2006). Esta planta também é
empregada nas mordeduras de cobras e como insetifuga, sendo esta ultima propriedade extensiva
as sementes ap6s serem pulverizadas (ROIG, 1974; ALEJO et al., 1996). Possui propriedades
medicinais nos tratamentos de febres, parasitoses, doengas de pele e problemas cardiacos

(ALLEN et al., 1981).

As espécies s@o uma das maiores em dicotiledoneas (BARROSO, 1984). No
Brasil, estdo presentes 88 géneros nativos ou subespontaneos e 19 cultivados. Segundo Braga
(1976), 1. suffruticosa Mill é um arbusto de 1-2 m de altura e com ramos pubescentes. Suas folhas
sdo pinadas, com 7-15 foliolos oblongos ou ovais, glabros na face e no verso. As flores sdo
middas, numerosas, albo-réseas ou amareladas, em racemos axilares. Possui pequena vagem com

6-10 sementes parecida com feijéo.
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De modo geral, caracterizam-se como ervas anuais e perenes, eretas, prostadas,
difusas ou escandentes, subarbusto, arbustos eretos e arvores de pequeno, médio e grande porte,
com sistema radicular bem desenvolvido e predominancia da raiz principal sobre suas
ramificagbes. S&o pouco exigentes e crescem em solos de baixa fertilidade, ocorrendo
naturalmente em beira de estradas (BARROSO, 1984). No Brasil encontra-se registro da espécie
nos Estados do Mato Grosso (FERRAZ et al., 1998), Alagoas (RIBEIRO et al.,1984), Ceara,
Pernambuco, Rio Grande do Norte, Pard (BARBOSA-NETO et al., 2001) e Paraiba (RIET-

CORREA, 2000).

§ T =

Figura 2. Ramo com vagens de I. suffruticosa Figura 3. Flores de l.suffruticosa
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3.2. FITOQUIMICA

A partir de levantamento realizado no banco de dados do Natural Products Alert
(NAPRALERT) e do Chemical Abstracts, foi possivel tracar um perfil onde se observa a
ocorréncia dos alcaldides, polifendis, terpendides e/ou esterdides, oses redutoras, proteinas e

indigo.

As primeiras investigacdes sobre a bioquimica do género Indigofera foram
desenvolvidas por Miller e Smith (1973), que se referem a espécie |. suffruticosa, como uma

fonte rica em aminoécidos com provaveis acdes toxicas, utilizando extratos de sementes.

Com base nas informacdes sobre a composicdo quimica de I. suffruticosa
ocorrentes na China, Deng (1981 e 1986), isolou e caracterizou 0s pigmentos indigo e
indirorubina. O complexo indigo, um pé a base das folhas da I. suffruticosa, casca de
Phellodendro chinese e bile de porco é utilizado para o tratamento da tuberculose dos nédulos de
linfoma cervical. Os resultados experimentais mostraram que o complexo indigo produz um

efeito leucogénico (LIU-CX et al., 1991).

O indigo é um dos pigmentos mais antigos ja conhecidos. E derivado de glicosidio
incolor da forma enol do indoxil (indican) e é formado a partir da fermentacdo do material
vegetal, bem como Baphicacanthus cusia Brem, Indigofera suffruticosa, Polygonum tinctorium,

Isatis indigotica, seguido por oxidagédo pelo ar do indoxil (MINAMI et al., 1996, 1997) (Figura 4).
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Figura 4. Diagrama mostrando a transformacdo quimica do indigo

a partir de material vegetal (CHANAYATH et al., 2002).

O pigmento indirubina (Figura 5), que é avermelhado é similar ao indigo blue em
sua estrutura e foi isolado de Polygonum tinctorium (MAIER et al., 1990; SHIN e LEE, 1993).
Contudo, o pigmento indigorubina foi também isolado de extrato bruto de Baphicacanthus cusia
Brem. (BEN, 1981; TANG, 1987). Indirubina inibiu o carcinoma pulmonar de Lewis em
camundongos e o carcinosarcomama 256 de Walker em ratos (JI et al., 1981). Em um estudo
clinico, o tratamento com indirubina em pacientes com leucemia mielocitica cronica nas doses
diarias de 300-450 mg mostrou completa diminuicdo em 26% e parcial diminuicdo em 33,4%
dos 314 casos mostrando baixa toxicidade e poucos efeitos colaterais (Indirubin Cooperative

Group, 1980).

10
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Figura 5. Estrutura quimica da indirubina (CHANAYATH et al., 2002).

No México, Domingues et al. (1978) realizaram pesquisas iniciais sobre a

fitoquimica, referindo-se aos componentes quimicos de “jiquelite” da I. suffruticosa.

Gustine (1979) e Williams (1991) verificaram a presenca de nitro componente

encontrado na espécie em estudo.

Paiva et al., (1987) estudaram a analise quantitativa de proteina e fibra bruta de 1.

suffruticosa sendo considerada um bom indicativo para forragem de ruminantes.

Kamal e Mangla (1993) investigando diferentes 6rgdos como raiz, caule, folhas e
frutos de I. suffruticosa identificaram, caracterizaram e quantificaram seis retendides verificando

a bioeficécia desta planta contra larvas de Anopheles e Callosobruchus chinensis adultos.

Foi feita investigacdo referente a fitoquimica do género Indigofera, incluindo as
especies: I. spicata, I. linnaei. Varios autores (AYLWARD et al. 1987, MAJAK et al. 1992)
isolaram o composto quimico acido 3-nitropropandico. Entretanto, para a espécie I. suffruticosa,
0 primeiro relato do isolamento do acido 3-nitropropanoico foi feito por Garcez et al., (1989) e

Garcez et al., (2002).

11
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3.3. ATIVIDADE CITOTOXICA EM CELULAS HEp-2

Um grande avanco na cultura de tecidos ocorreu quando Carrel (1912) observou
que a adicdo de extratos aquosos de embrido em plasma de galinha possibilitava a proliferacéo
celular continua. A técnica de crescimento de tecidos em plasma coagulado complementou-se
com o extrato de embrido e o processo foi feito rotineiramente, no entanto um dos maiores

problemas foi a contaminagéo bacteriana.

A partir da década de 50, o uso de cultura de tecidos foi sendo cada vez mais
empregado em todos os ramos da biologia e comecou a ser utilizado em células dispersas em

cultura.

Dentre as diversas aplicagGes da cultura de células pode-se citar: o estudo do
desenvolvimento das células neoplasicas; os resultados advindos da manipulacdo genética;
producdo de vacinas; fusdo celular que posteriormente revolucionou a imunologia através de
producdo de anticorpos monoclonais; inser¢do de genes apropriados dentro de células humanas
normais para torna-las imortais e produzir substancias farmacologicamente ativas

(NASCIMENTO, 1992).

Na pesquisa de drogas antineoplésicas utilizando células cultivadas, € muito
importante a escolha da linhagem celular, para que seja obtido um resultado fidedigno. Séo
disponiveis trés categorias de linhagem celular: a linhagem primaria, continua e de vida finita. A
escolha da linhagem deve ser feita de acordo com o tipo de pesquisa. A linhagem priméria € util
para o isolamento primario de virus, testes imunoldgicos, provas bioquimicas, estudos

citogenéticos, determinacdo de citotoxicidade e mecanismo de acdo de farmacos. A adocédo de

12
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linhagem continua ou de vida finita deve ser baseada na resposta da linhagem ao fim destinado,
duracdo do projeto, massa celular necessaria, tipo de cultura requerida e disponibilidade de

equipamento de base (O’PESSOA, 1992).

Embora os testes “in vitro” sejam bastante utilizados, h4& uma consideravel
limitagdo dos mesmos: compostos, 0s quais sdo ativos através da transformagdo de metabdlitos,
sdo efetivos sé se testados “in vivo”. A ciclofosfamida (CPA), largamente utilizada na terapia do
cancer, ndo mostra qualquer atividade citotdxica “in vitro”. O composto pode ser transformado
em metabdlitos ativos alquilantes por enzimas microssomais localizadas no figado (DOLFINI et

al., 1973).

As células HEp-2 (Human Larynx Epidermoid Carcinoma Cells) sdo derivadas de
tumor primario de laringe humana, que ap0s sofrerem varias passagens em ratos, foram
transplantados em cultura de tecidos como uma linhagem de células continuas (RODRIGUES,
2001). Em DMEM (Minimum Essencial Medium Eagle Modified Dulbecco’s), crescem aderidas
as superficies formando monocamadas. Apresentam formas e tamanhos variados conforme a fase
do ciclo celular, sendo fusiformes antes do periodo que antecede a sua divisdo, quando entdo,
aumentam de volume e tornam-se arredondadas. E possivel encontrar células com um ou mais

nucléolos (RODRIGUES, 2001).

3.4. ATIVIDADE ANTITUMORAL EM SARCOMA 180

As células de um organismo multicelular vivem em uma verdadeira sociedade,
sempre em interdependéncia. Qualquer mutagdo que dé origem a um comportamento celular

diferente do habitual ird comprometer o equilibrio do tecido ou mesmo do organismo. Assim

13
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sendo, qualquer célula que carreie tal alteracdo deve ser eliminada para evitar, por exemplo, a
formacdo de um tumor maligno. Mutacdo, competicdo e selecdo natural, operando na populacao
de células somaticas, sdo estagios importantes do desenvolvimento do cancer. Uma vez
estabelecido, o tumor passa a agir como um parasito, competindo com o organismo por nutrientes
e debilitando-o. Além disto, substancias com ac6es deletérias podem ser produzidas na interacdo
tumor-hospedeiro, contribuindo para o quadro de caquexia visto nos pacientes portadores de

neoplasias malignas.

Conceitualmente, uma neoplasia € 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 apos o estimulo que provocou todas as mudangas ter cessado

(BUCHI, 2002).

O principal objetivo do tratamento das neoplasias é obter a completa erradicacao
das células tumorais. Tal resultado pode ser obtido através de procedimentos como cirurgia,
radioterapia e quimioterapia, isoladas ou em associagdo. A quimioterapia, tratamento que envolve
drogas citotoxicas, tem sido considerada como uma das principais ferramentas sistémicas contra
o0 cancer. Pode ser aplicada em diferentes situa¢Bes clinicas, como no tratamento primario de
neoplasias avancadas, sendo denominada, neste caso, de quimioterapia de indugdo. Pode também
ser utilizada como tratamento sistémico ap6s o controle do tumor primério por cirurgia ou
radioterapia. Sempre, no entanto, deve ser considerada a eficacia da droga em relacdo ao tipo de
tumor. Ha disponivel uma grande variedade de drogas citotdxicas, muitas das mais potentes

atuam em fases especificas do ciclo celular e, por esta razdo, apenas exercem sua atividade contra
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células que se encontram em processo de divisdo. Os tumores que apresentam alta taxa de
crescimento, ou seja, um alto percentual de células em processo de divisdo € o mais susceptivel
ao tratamento quimioterapico. Entre as drogas utilizadas podem ser citados os agentes alquilantes
(mostarda nitrogenada, sulfonatos alquilicos, nitrosuréias e triazenos), antimetabolicos (analogos
do &cido fdlico, pirimidinas e purinas), alcal6ides vegetais (alcaléides da Vinca) e antibioticos
como a bleomicina e mitomicina entre outros. Os mecanismos bioquimicos de resisténcia a
quimioterapia parecem ser 0s maiores obstaculos ao sucesso do tratamento. Alguns fatores tém
sido associados ao desenvolvimento da quimiorresisténcia, como a amplificacdo ou
superexpressdo da familia de transportadores de membrana, chamadas de glicoproteinas P,
alteracdo nas proteinas celulares envolvidas na detoxificacdo (ex.: bleomicina hidrolase) ou
ativacdo do quimioterapico (ex.: nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato citocromo P-450
redutase), alteracdo nas moléculas envolvidas no reparo do DNA, em especial a DNA
Topoisomerase Il e a ativacdo de oncogenes, como bcl-2, ras ou p-53 mutante (EL-DEIRY,
1997). As limitacGes observadas pelo emprego das terapéuticas convencionais como a cirurgia,
radio e quimioterapia, muitas vezes ndo permitem a total erradicacdo das neoplasias. Assim,

alternativas tém sido propostas.

Nas Ultimas décadas a medicina homeopatica obteve notavel reconhecimento na
procura de novas solucgdes terapéuticas para a pratica médica. Com esta abertura, 0 conhecimento
médico tem sido enriquecido com novos conceitos e critérios, permitindo o impulso dado pelas
pesquisas na area bioldgica para encontrar caminhos que representem fontes importantes de
esperanca e de alivio para o ser humano. Medicamentos homeopéticos vém sendo usados cada
vez mais e em situagfes diversas, como por exemplo, no tratamento de estomatite apds

transplante de medula éssea (OBERBAUM et al., 2001).
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O Sarcoma 180 (S-180) ou Tumor de Crocker é um tumor indiferenciado que foi
encontrado em ratos albinos machos em 1914. Estudos de microscopia eletrbnica mostram
contatos intercelulares caracteristicos de células de origem epitelial, indicando ser esta neoplasia
um carcinoma (ZUCKERBERG, 1973). O tumor invade musculo esquelético, tecido adiposo,
nervos e vasos sanguineos. Apesar de seu comportamento agressivo local, esta neoplasia nao
produz metastases (KURASHIGE et al., 1982). Pode ser transplantado por inoculagédo
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 apos a inoculagdo subcutanea e os animais morrem em geral entre 280 a 300
dias (ZUCKERBERG, 1973; KAWAKUBO et al., 1980). A forma solida é pouco hemorragica e
se caracteriza pelo rapido crescimento, atingindo 18x14x10 mm por volta de sete dias apos o

transplante (O’PESSOA, 1992).
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4. MATERIAIS 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 plastico, procedendo-se seu encaminhamento ao laboratério para

as operacdes extrativas.

A espécie I. suffruticosa foi coletada na cidade de Nova Cruz no Estado de
Pernambuco — Brasil (Figura 6) em marco 2005. As folhas foram separadas e imediatamente
utilizadas na producéo de extrato aquoso para avaliagdo das atividades citotoxica e antitumoral de
folhas frescas. A amostra da planta encontra-se catalogada sob o nimero 43694 no Herbario da

Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

.
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Figura 6. Area de coleta da espécie I. suffruticosa (*)/ Nova Cruz - PE
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4.2. DROGAS, SOLVENTES E REAGENTES

Hexano PA MERCK
Acetato de etila PA MERCK
Metanol PA MERCK

Agua destilada

Solucéo salina (NaCl)

MTT [3-{4,5-dimetiltiazol-2-i1}-2,5-difenil tetrazolio]

DMSO (dimetilsulfoxido)

DMEM (Dulbeccos’ Modified Eagle Médium)

PBS (tampéo salina-fosfato pH 7,2)

Gel de silica 20x20cm (0,25mm de espessura)

4.3. EQUIPAMENTOS

Balanca FILIZOLA mod.p/5kg

Balanga eletrdnica de precisito GEHAKA mod. BG 1000

Céamara ultravioleta (250-365nm) CHOMATO VUE

Corante vital Azul de Tripan (Merk) 0,4% p/v
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Leitor éptico ELX 800

Microscopio invertido LEITZ

Destilador FABBE-PRIMOR mod. 105

Placa aquecedora com agitador magnético, FISATON mod. 752"

Autoclave (IBCC) mod. HI 300N

Estufa bacterioldgica (315 FANEM)

Estufa de esterilizacdo (FANEM) mod. 311 110V

Capela de fluxo laminar (TROX FLV 503)

Freezer Consul 300L (CVU30C)

4.4. OUTROS

Estantes

Placas de petri e Frascos Ambar

Pipetas graduadas 1,5 e 10mL

Pinca metélica

Ponteiras 0,1 e ImL

19



Vieira, J.R.C. Indigofera suffruticosa Mill: um meio Terapéutico Alternativo Anti-Cancer.

Camara fotogréafica Exilim (10.1 Mega Pixels)

4.5. ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados Camundongos albinos suicos machos (Mus musculus) (Figura 7), com
idade de 50 dias, pesando em média 25 a 35¢g provenientes do Biotério do Centro de Pesquisas
Aggeu Magalhaes-Recife, Pernambuco/Brasil. Os animais receberam agua e dieta (LABINA
Purina Brasil) “ad libitum” e foram mantidos em condi¢fes 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 aprovacgéo
do Comité de Etica em Experimentacio Animal da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE)

sob oficio de numero 34/05 de julho de 2005.

4.6. ENSAIO FITOQUIMICO

4.6.1. Screening Fitoquimico

Extratos aquoso, metanolico, hexano e acetato de etila de folhas de I. suffruticosa
por infusdo foram submetidos a filtracdo simples em papel e posteriormente, analisados por
cromatografia em camada delgada. Foram utilizadas placas de gel de silica 20x20cm (0,25mm de
espessura) com sistema de desenvolvimento e reveladores adequados empregando-se padrdes
cromatograficos conforme Tabela 1 (MARKHAN, 1982; HARBONE, 1982; WAGNER et al.,
1984). Foi investigada a presenca de: alcaldides, polifendis (cumarinas, derivados cinamicos,
flavonoides e leucocianidinas), terpendides (triterpenos, esterdides, iriddides e saponinas), indigo

e aclcares (Tabela 1).
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Tabela 1 - Metabdlitos, sistema de eluicdo e reveladores utilizados para o Screening
Fitoquimico dos extratos de I. suffruticosa.

METABOLITOS SISTEMA DE ELUICAO REVELADORES REFERENCIA

AcOEt-HCOOH-AcOH-

Alcalbides H,0 Dragendoff (WAGNER, 1984)
(100:11:11:27v/v)
Triterpenos e esterdides ACOEt_H%O(()) MrACOR- Lieberman/ (HARBONE,
P 2 Burchard 1982)

(100:0.5:0.5:0.5v/V)
AcOEt-HCOOH-ACcOH-

Iriddides H,O
(100:11:11:27v/v)
AcOEt-HCOOH-AcOH-
Saponinas H,O
(100:11:11:27viv)
n-BuOH-Me,CO-Tampéo

Vanilina sulfarica (WAGNER, 1984)

Vanilina sulfdarica (WAGNER, 1984)

Acucares fosfato pH=5,0 Trifeniietetrazolio (METZ, 1961)
(40:50:10v/v)
. Eter-tolueno-AcOH 10%
Cumarinas (50:50:50v/v) uv (WAGNER, 1984)
AcOEt-HCOOH-AcOH- (MARKHAN,
Derivados cindmicos H,0 NEU 1982)
(100:11:11:27v/v) (NEU, 1956)
AcOEt-HCOOH-AcOH- Difenilboriloxiietil (WAGNER, 1984)
Flavonoides H.0 amina (MARKHAN,
(100:11:11:27v/v) 1982)
AcOEt-HCOOH-AcOH-
Leucocianidinas H,0O Vanilina cloridrica (SQZI?BONE,
(100:11:11:27viv)
AcOEt-HCOOH-AcOH-
o (MARKHAN,
Indigo H,0 uv 1982))

(100:11:11:27viv)

4.7. OBTENCAO DOS EXTRATOS
Extratos foram preparados por infusdo e maceracdo a partir de 150g de folhas

frescas de I. suffruticosa. O material foi pesado, triturado e extraido com solventes de polaridade
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crescente (hexano, acetato de etila e metanol) e agua. O extrato por infusdo foi preparado com
75¢g de folhas frescas em 2x200ml dos solventes a 40°C por 10 min e o residuo sélido removido
por filtragdo. Apos este paco preliminar, o residuo foi extraido em &gua destilada nas mesmas
condigdes. O extrato por maceracdo foi obtido seguindo 0 mesmo processo mencionado em
temperatura ambiente (28°C) “overnight”. Os solventes foram removidos em rotaevaporador. Os
rendimentos da infusdo e da maceragdo foram respectivamente: hexano (0,67% e 0,74%), acetato
de etila (0,39% e 0,34%) metanol (3,9% e 1,88%) em termos de material vegetal recém coletado.

Apos liofilizagdo, os extratos aquosos renderam 4,20% e 1,75% e o material seco foi estocado a
-20°C (MCDLOUD, 1988; LEITE, 2003; VIEIRA, 2006). Os extratos aquosos por infusdo e

maceracdo foram usados para as atividades citotoxica e antitumoral.

4.8. CITOTOXICIDADE in vitro

As células HEp-2 (Human Larynx Epidermoid Carcinoma Cells) foram obtidos do
Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco UFPE/ Brasil e mantidas
de acordo com o protocolo estabelecido pelo laboratério de cultura de células do Departamento

citado acima.

A avaliacéo da atividade citotdxica foi feita pelo método colorimétrico do brometo
[3-{4,5-dimetiltiazol-2-il}-2,5-difenil tetrazolio] (MTT) (GERAN et al., 1972; MOSMANN,
1983 modificado por ALLEY et al., 1988) que considera citotoxico extratos com concentragdes
maiores que 30 pg/ml. Células HEp-2 (10°células/ml) foram mantidas em DMEM- Minimum
Essencial Medium Eagle Modified Dulbecco’s (Sigma) que foi preparado conforme instrugdes do
fabricante, suplementado com 10% de soro fetal bovino (GIBCO), 1% de solugdo de antibidtico

(penicilina 1000 UL/ml + estreptomicina 250 mg/mL) e 1% de L-glutamina 200 mM.
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Para determinar a viabilidade celular foi utilizado o corante vital Azul de Tripan
(Merk) 0,4% p/v em PBS (tampéo salina-fosfato pH 7,2), o qual penetra facilmente nas células
danificadas corando-as em azul, enquanto as celulas integras permanecem incolor, permitindo

assim, determinar a percentagem de células vivas e células mortas (WEISENTHAL et al., 1983).

A contagem das células foi realizada em microscopio invertido LEITZ, com a
utilizacdo de um hemocitbmetro, preenchido com uma aliquota da suspensdo de células
homogeneizada. As células foram distribuidas em placas de cultura com 96 pocos (220uL em
cada poco), as quais foram incubadas por 24h a 37°C em estufa, com atmosfera Umida
enriquecida com 5% de CO,. Os extratos aquosos de folhas de I. suffruticosa obtidos por infuséo
e maceracdo foram dissolvidos em DMSO (dimetilsulfoxido) em concentracdes de 6,25; 12,5; 25
e 50 pg/ml e adicionados nos pocos com as células HEp-2. Cada concentracdo foi testada em
quadruplicata. Como controle foi utilizado o DMEM com o DMSO. Apo6s 72 h de contato das
células com o produto teste, foi adicionado 25ul de MTT e uma concentracdo de 5mg/ml de PBS
foram adicionados aos pocos e a placa foi incubada por 2 h. A densidade Optica foi mensurada a
550 nm com um leitor ELX 800 (GERAN et al., 1972, MOSMANN 1983 modificado por
ALLEY et al., 1988).

4.9. ATIVIDADE ANTITUMORAL

O Sarcoma 180 foi obtido do Departamento de Antibiéticos da Universidade
Federal de Pernambuco UFPE/ Brasil e mantido de acordo com o protocolo estabelecido pelo

laboratério de cultura de células do Departamento citado acima.

Camundongos albinos suicos machos foram pesados e divididos ao acaso em trés grupos de dez

animais. Todas as drogas foram administradas por via intraperitoneal (i.p.) (Figura 7). Em todos
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0s grupos foi injetado 0,3 ml de células do Sarcoma 180 i.p. (aproximadamente 3x10° células). O
tempo decorrido entre a remo¢do do tumor do animal doador até seu implante nos animais
receptores, ndo ultrapassou 60 minutos, conforme recomendado (GERAN et al., 1972). Apds 48
horas do implante, 0,2 ml/kg i.p. de veiculo salino foi administrado no grupo controle (grupo 1).
Foi preparada uma solucdo estoque com uma concentracdo de 4,19 mg/ml e com volume
necessério para todo o periodo de tratamento. Esta solucdo foi acondicionada & 2°C em frasco
ambar hermeticamente fechado. A quimioterapia foi iniciada fazendo uso do extrato aquoso de
folhas de I. suffruticosa por infusdo (grupo 2) e por maceracao (grupo 3) em doses diarias de 50
mg/kg i.p. por sete dias consecutivos. A dose do extrato foi baseada na baixa ordem de toxicidade
(ndo foi possivel a determinacdo da DLsy para extrato aquoso de folhas de I. suffruticosa)
(LEITE, 2003). No oitavo dia do experimento, os camundongos foram sacrificados para

avaliacdo da atividade antitumoral (STOCK et al., 1955).

Figura 7. Drogas injetadas i.p.
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Ao término do tratamento, os animais foram pesados e sacrificados por
deslocamento cervical, em seguida foi realizada uma incisdo na area de localizacdo do tumor e
apos a retirada, cada massa tumoral foi pesada para avaliacdo da inibicdo tumoral. O mesmo
procedimento foi adotado para o grupo controle.

A inibicdo tumoral foi calculada segundo a formula abaixo. A relacdo T/C deve
ser considerada como atividade significativa da droga, correspondendo a uma inibicdo de 58%

(GERAN et al., 1972).

TWI% = C - T x100, onde:
C

TWI1% = Percentual de inibi¢do do peso tumoral
C = Média do peso dos tumores do grupo controle

T = Média do peso dos tumores do grupo tratado

4.10. ANALISE ESTATISTICA

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

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

5.1. SCREENING FITOQUIMICO DE EXTRATOS DE FOLHAS DE |. suffruticosa

OBTIDOS POR INFUSAO

Os resultados dos ensaios fitoquimicos obtidos a partir de extratos aquoso,
metanodlico, hexano e acetato de etila de folhas de I. suffruticosa encontram-se expressos na
Tabela 2. Esses extratos foram investigados com base em técnicas de cromatografia de camada
delgada e caracterizagdo que permitem detectar auséncia e presenca das classes de compostos
quimicos. Os extratos hexano e acetato de etila (Figura 8) apresentaram rendimento de 0,67% e
0,39% respectivamente e mostraram a presenca de: terpendides (derivados azulénicos, B-
sitosterol, B-amilina, triterpenos e esterdides polares) e auséncia de alcaldides, flavonodides
polares, derivados cindmicos, cumarina, e fenilpropano glicosideo. No metandlico (3,9%) foi
detectada a presenga de: alcaldides, terpenoides (esterdides, triterpenos), indigo, polifendis
(flavondides, cumarinas) e carboidratos e auséncia de iridéides e saponinas. O extrato aquoso
(4,2%) apresentou derivados cinamicos, triterpenos (Figura 9), iridéides (Figura 10),
leucocianidina (Figura 11) carboidratos e indigo, ndo sendo detectada a presenca de flavonoides,

alcaldides (Figura 12) e cumarina.
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Tabela 2. Screening fitoquimico de extratos de folhas de I. suffruticosa por infuséo.

Extrato Rendimento (%) Positivo Negativo
Aquoso 4,20 Carboidratos, Alcaloides,
glicoproteinas, flavanoides e
derivados cinamicos, cumarinas
iridoides, triterpenos
e leococianidinas
Metanolico 3,90 Alcalodides, Iridoides e saponinas
esteroides,
triterpenos, indigo,
flavonoides,
carboidratos e
cumarinas
Hexano 0,67 B sitosterol, B Alcaldides,
amilina, triterpenos,  flavonoides polares,
esterois e derivados  derivados cinamicos,
azulénicos cumarina €
fenilpropano
glicosideo
Acetato de etila 0,39 B sitosterol, Alcaldides,

amilina, triterpenos,
esterdis e derivados
azulénicos

flavonoides polares,
derivados cindmicos,
cumarina e
fenilpropano
glicosideo
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* -
1 2 3 4 P
Figura 8 - Cromatograma de Terpendides (triterpenos, esterdides,
B-sitosterol, B-amilina) de extratos de folhas de Indigofera
suffuticosa (1-Extrato hexano precipitado; 2- Extrato hexano; 3-

Extrato acetato de etila; 4-Extrato hexano (Padrdo); P - padrao:

Acido ursolico, B-sitosterol, B3-amilina).

—

1 P

Figura 9. Cromatograma de triterpenos (1) de extrato aquoso de

folhas de I. suffruticosa (P-padrao: B sitosterol, B-amilina).
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Figura 10. Cromatograma de iridoides (1) de extrato aquoso de

folhas de . suffruticosa (P-padrao: Gervao).

1

Figura 11. Cromatograma de leucocianinas (1) de extrato aquoso

de folhas de |. suffruticosa.
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1

Figura 12. Cromatograma de alcaldides (1) de extrato aquoso de

folhas de . suffruticosa (p-padrio: Pilocarpina).

5.2. ATIVIDADE CITOTOXICA DE EXTRATOS AQUOSOS DE FOLHAS DE I.

suffruticosa EM CELULAS HEp-2

Extratos aquosos de folhas de I. suffruticosa por infusdo e maceracdo nas

concentragdes de 6,25 a 50ug/ml foram testados em células HEp-2 pelo método MTT. Os

extratos nao produziram nenhum efeito citotoxico em células da linhagem HEp-2 (<30 pug/ml)

quando comparados com o controle DMEM e DMSO (Tabela 3).

Tabela 3. Atividade dos extratos aquosos de folhas de 1. suffruticosa obtido por
infusdo e maceracéo sob células HEp-2.

Extrato Infusdo Maceracgao
Concentracdo | 6,25 12,5 25 50 6,25 12,5 25 50
(Hg/ml)
Percentual de |15,87 12,92 17,35 19,93 |15,87 19,56 22,15 17,35

inibicdo (%)
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5.3. ATIVIDADE ANTITUMORAL DE EXTRATOS AQUOSOS DE FOLHAS DE |I.

suffruticosa SOB SARCOMA 180 EM CAMUNDONGOS

5.3.1. Avaliagdo das reacdes comportamentais ¢ do pardmetro corporal de Camundongos

albinos suicos.

Durante a realizacdo do ensaio antitumoral, verificou-se que os extratos aquosos
de I. suffruticosa obtidos por infusdo e maceragao produziram efeitos comportamentais nos
camundongos. Esses efeitos foram observados no periodo de 15 minutos a quatro horas da
administracao do produto, sendo de forma reversivel. Os animais apresentaram reacdes de fuga,
excitacdo, piloerecdo, aumento da freqiiéncia respiratéria, espasmos musculares, deambulagao
diminuida e contor¢des abdominais (Tabela 4).

Tabela 4. Reacbes comportamentais referentes a dose testada do extrato

aquoso de I. suffruticosa obtido por infusdo e maceracdo durante avaliagdo
da atividade antitumoral.

Dose Reac6es Comportamentais
Reacao de fuga, excitacdo, piloere¢ao, aumento da
50 mg/Kg freqiiéncia respiratoria, espasmos musculares,
deambulacado diminuida, contor¢does abdominais.

O peso corporal dos animais tratados com extrato aquoso de I. suffruticosa obtido
por infusdo esta expresso na Figura 13. Os animais do grupo controle e tratado apresentaram

alteragdo de massa muscular nao significativa, p<0,005.
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Figura 13. Atividade do extrato aquoso de folhas de I. suffruticosa obtido
por infusdo sob parametros corporais de camundongos. Os dados estdo
expressos como média = EP seguido do teste t° student em 20
camundongos, p<0,005. O grupo de infusdo estd comparado com o grupo

controle em solucdo salina.

5.3.2. Avaliagdo dos parametros tumorais de Camundongos albinos suicos

Os aspectos gerais dos parametros tumorais (Sarcoma 180) de Camundongos apos
sete dias de tratamento com extrato aquoso de folhas de I. suffruticosa por infusdo e maceracao
encontram-se registrados nas Figuras 14 e 15. Contudo, a atividade do extrato aquoso por infusdo
e maceragao estd expressa na Figura 16. O extrato aquoso por infusdo reduziu significantemente
o peso médio do Sarcoma 180 por via i.p. na dose de 50mg/Kg (0,64 (0,01-22,10)) e o extrato
aquoso por maceragdo reduziu (0,64(0,01-2,10)) na mesma dose quando comparado ao peso
médio do tumor do grupo controle tratado com solucao salina que mostrou um desenvolvimento
tumoral de 100% (1,97 (1,27-2,87)). A percentagem de inibicdo foi 64,53% e 62,62%
respectivamente com um nivel de significdncia de p<0.001. Como visto, a inibi¢do da infusdo foi

dose dependente e semelhante aquela promovida por maceragdo na mesma dose.
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Figura 14. Aspecto geral dos tumores (Sarcoma 180) apds sete dias de tratamento com extrato
aquoso de folhas de I. suffruticosa por infusio.

Figura 15. Aspecto geral dos tumores (Sarcoma 180) ap6s sete dias de tratamento com extrato
aquoso de folhas de I. suffruticosa por maceragao.
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Controle Infuséo Maceracao

Figura 16. Efeito dos extratos aquosos de folhas de I. suffruticosa por
infusdo e maceragdo sob Sarcoma 180 em camundongos. Os dados estdo
expressos como mediana dos resultados em 30 camundongos (min-max),
*p<0.001. Os grupos de infusdo e maceragdo estdo comparados com o

grupo controle em solugdo salina.
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5. DISCUSSAO

Tratando-se do género Indigofera, nossos resultados estdo compativeis com alguns
dados ja registrados na literatura (NAPRALERT, 2003, LEITE, 2003). Os resultados obtidos
neste trabalho mostram a presenga predominante de P sitosterol, f amilina, triterpenos, esterois e
derivados azulénicos nos extratos hexano e cetato de etila de folhas de I. suffruticosa.
Carboidratos, glicoproteinas, derivados cinamicos, iridoides, triterpenos e leococianidinas
mostraram-se presentes no extrato aquoso e alcaldides, esterdides, triterpenos, indigo,
flavonoides, carboidratos e cumarinas no extrato metandlico. Estes dados foram confirmados por
metodologia de precipitagdo em vidro de reldégio empregando-se reagentes especificos de
caracterizagdo dessas moléculas (COSTA, 2000; MARKHAN, 1982; HARBONE, 1982;
WAGNER et al., 1984).

Entretanto a presenga do indigo no extrato metandlico das folhas de I. suffruticosa
apresentou-se como uma molécula com forte fluorescéncia, sugerindo algo bastante singular e de
certa forma a presenca dessa molécula confirma esse taxon. Resultados similares com o indigo
foram investigados por cromatografia em camada delgada e constatou-se sua presenca
principalmente nos frutos, € em menor teor nas folhas e caule (LEITE, 2003).

Folhas de . suffruticosa sdo usadas popularmente como agente antiespasmodico,
sedativo, estomatico, diurético, purgativo, antiepiléptico, anticonvulsivante e antiinflamatorio
(LEITE et al., 2003; BHASKAR et al., 1982; ROIG, 1974). Recentemente, estudos dos efeitos
embriotoxicos e atividade antimicrobiana com extrato aquoso de folhas de I. suffruticosa tém

sido relatados (LEITE et al., 2003; 2004; 2006).
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A partir destes dados, acredita-se que ¢ justificado o estudo do extrato aquoso de
folhas de I. suffruticosa nas atividades citotoxica e antitumoral, visto que sdo abundantes as
atividades biologicas relacionadas com as folhas dessa espécie.

O uso de drogas quimioterapicas do cancer envolve o risco de toxicidade nos
pacientes. Pesquisas, contudo, sdo realizadas a fim de desenvolver drogas que atuam
seletivamente no tumor. Este estudo revelou a auséncia de atividade citotoxica de extratos
aquosos de folhas de I. suffruticosa obtidos por infusdo e maceragdo sob células HEp-2.
Trabalhos com citotoxicidade com extratos aquosos de folhas de I. suffruticosa nao foram
encontrados na literatura o que dificulta a comparagdo destes resultados com outros utilizando as
mesmas condigoes.

Extratos de plantas Umbelliferous retardaram o desenvolvimento de tumores
solidos e asciticos ¢ aumentaram a sobrevida dos camundongos portadores destes tumores.
Ensaios realizados com timidina e uridina tritiados sugeriram que a fra¢do atua diretamente na
sintese de DNA (BABU et al., 1995).

Extratos de Emilia sonchifolia foi citotoxica em células tumorais com redugao de
timidina tritiada, mas ndo em linfécitos humanos normais (SHYLESH et al., 2000).

Muitos efeitos farmacoldgicos observados em animais podem estender os
resultados em alto valor de aplicag¢do para a espécie humana. Baseados em bioensaios citotoxicos,
mais de 400 compostos tém sido isolados de plantas, organismos marinhos e microorganismos
entre 1996 e 2000 (COOPER et al., 2004). Como resultado, esta ¢ a principal razdo para o largo
uso de testes toxicologicos para determinacdo da toxicidade e seguranca quando uma droga ¢

utilizada. (HAYES, 1989).
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Leite (2003), estudando o extrato aquoso de folhas de I. suffruticosa, constatou
que o extrato pode ser considerado praticamente atoxico visto que a DLsy ndo pode ser
determinada, pois o extrato aquoso de folhas de I. suffruticosa nas diferentes doses de 50 a
2.000mg /kg i.p. ndo provocou indice de mortalidade em camundongos albinos suigcos durante
72hs de observacgao.

José Neto et al. (2001) estudando os efeitos em bovinos com doses diarias
repetidas de 10 a 40 g/kg, observou apatia, piloerecdo, anorexia, diminui¢do da freqiiéncia e
intensidade dos movimentos ruminais, taquicardia e dispinéia. Nesse estudo foram observados
efeitos que envolvem o SNC e alteragdes periféricas similares aos relatados por José Neto et al.
(2001).

Apo6s a realizacdo do ensaio toxicologico verificou-se que o extrato aquoso de
folhas de I. suffruticosa produziu efeitos que envolvem o Sistema Nervoso Central (SNC) e
alteracOes periféricas. Foram observadas acdes estimulantes como reacdo de fuga, excitagdo,
piloere¢do, aumento da freqiiéncia respiratéria, espasmos musculares, acdo depressiva como
deambulagdo diminuida e efeitos no trato gastrointestinal como contor¢gdes abdominais.

Numerosas espécies de Indigofera contém um amino acido indospicina, e
nitropopanoil ésteres de glicose (MAJAK et al., 1992; GARCEZ et al., 2002) como produtos
toxicos naturais. Andlise fitoquimica sugere que compostos com atividade biologica (alcaldides,
esteroides, flavonoides, proteinas — lectina, carboidratos, indigo, etc.) nos extratos aquosos de
folhas de |. suffruticosa poderiam estar relacionados as atividades antiinflamatoria e
antimicrobiana. (JOSE et al., 2001; LEITE et al., 2003). Atividades bioldgicas de compostos
detectados nos extratos aquosos de folhas de I. suffruticosa por infusdo e maceragdo poderiam

estar ligadas a atividade antitumoral.
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Extratos aquosos de folhas de I. suffruticosa por infusdo e maceragdo foram
usados sob Sarcoma 180 em camundongos nas concentragdes de 50mg/Kg ip. Os extratos
aquosos mostraram uma atividade na redugdo do tumor. Estes resultados concernentes aos
extratos aquosos de folhas de I. suffruticosa corroboram os resultados encontrados no extrato
aquoso de Emblica officinalis (Eupherbiacase) que demonstrou uma redugdo no tumor sélido em
camundongos e o extrato inibiu enzimas reguladoras do ciclo ceular cdc 25 fosfatase (JOSE et al.,
2001).

O mecanismo pelo qual os extratos aquosos de folhas de I. suffruticosa por infusdo
e maceragdo reduziram o crescimento tumoral ainda ndo é conhecido. Os resultados deste estudo
indicam que a atividade antitumoral de extratos aquosos de folhas de I. suffruticosa pode estar
relacionada com sua interferéncia no desenvolvimento celular, que sera o objetivo de futuras
pesquisas como na modulacdo da peroxidacdo lipidica e no sistema antioxidante de defesa
(superdxido desmutase e catalase) (GUPTA et al., 2004; RAJKAPOOR et al., 2005); sintese de
DNA (BABU et al., 1995); interagdo com a regulacdo do ciclo celular (JOSE et al., 2001); e
atividade ndo esterdide antiinflamatéria (KAPADIA et al., 2000). Mais recentemente, tém sido
usados biomarcadores moleculares para gerenciamento oncoldgico como a proibitina, mortalina e
HSP 60 / HSP 10 (ROSSANT et al., 1980); acido hialurénico (CARLSON, 1996); receptor de
fator de crescimento e citoqueratinas (SAWICKI et al., 1978); pesquisa de angiogénese tumoral
com antigeno CD105 (BRANTNER et al. 1994); alfa-fetoproteina (AFP) (THANGADURALI et
al., 2002); cicloxigenase-2 (COX-2) (CACERES et al., 1990) e marcadores imunohistoquimicos,
tais como CD34 ¢ CD117 (MEYER et al., 1996). Além disso, tem sido realizado estudo de
fatores clinicos (taxa de crescimento tumoral, sinais inflamatdrios) para analisar parametros como

hemoglobina e contagem de células vermelhas, e estudo histologico (estagio do tumor, necrose
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tumoral, estatus dos linfonodos). Os mesmos mecanismos do extrato aquoso de folhas de I.
suffruticosa por infusdo sob Sarcoma 180 podem estar envolvidos na alteragdo do
desenvolvimento do embrido em camundongos (LEITE et al., 2004). As primeiras clivagens na
embriogénese de mamiferos sdo divisdes mitoticas simétricas que aumentam o numero de
blastomeros por divisdo do odcito sem mudangas no tamanho do embrido. A partir do estagio de
oito células a compactacdo, os blastomeros de murina dos embrides sdo totipotentes
(CZARNECKA et al., 2006; CORTE et al., 2006; NAGY et al., 2006). O ciclo celular de
embrides de duas células no camundongo tem duragdo de 20 a 26 h com as fases G1 ¢ S que
duraram aproximadamente 1 a 2 h e 6 a 7 h respectivamente; estas fases sdo seguidas pela fase
mais longa G2 (12 a 15 h) e a fase M (mitose) de 1 a 2 h (DALLAGO et al., 2005). Muitos
extratos de plantas t€ém sido usados como fonte de agentes medicinais para curar infec¢des do
trato urinario, vaginite, desordens gastro-intestinais, doen¢as respiratorias, afec¢des cutineas,
infecgdes helminticas, doengas de protozodrios e como agentes antitumorais e antimicrobianos
(BARRETO et al., 2006; MARTIN-LORENZO et al., 2006; TARKOWSKI et al., 1967; LEITE
et al., 2006). Os resultados desta investigagdo podem aumentar nosso entendimento no uso desta
planta como um meio terapéutico anticancer. A identificacdo destes principios ativos e seus
mecanismos de agdo precisdo ser estudados. Esta ¢ uma planta promissora para estudos futuros

no desenvolvimento de novas drogas antitumorais.
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7. CONCLUSOES

Os constituintes quimicos majoritarios identificados nos extratos de folhas da espécie |.
suffruticosa obtidos por infusdo foram: carboidratos, glicoproteinas, derivados cinamicos,
iridoides, triterpenos e leococianidinas no extrato aquoso; alcaloides, esteroides, triterpenos,
indigo, flavonoides, carboidratos e cumarinas no extrato metandlico e B sitosterol, B amilina,

triterpenos, esterois e derivados azulénicos nos extrato de acetato de etila e hexano.

Extratos aquosos obtidos por infusdo e maceracdo ndo possuem atividade citotoxica nas

concentragdes de 6,25 a 50pg/ml sob células HEp-2.

Extratos aquosos obtidos por infusdo e maceragdo nas doses de 50mg/Kg possuem atividade

antitumoral in vivo sob Sarcoma 180.
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