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RESUMO

Cissus sicyoides L. tem origem na Republica Dominicana e popularmente € utilizada em
diversas doencas, como a epilepsia, derrame cerebral, bem como, em abscessos € no
tratamento do diabetes mellitus do tipo 2 . Esta espécie apresenta atividades
antiinflamatérias e anti-reumdticas, antiepiléptico, antihipertensivo, antitérmico e
antidiabético. O objetivo desta pesquisa foi estudar a atividade citotoxica e antineoplasica
nos tumores experimentais Sarcoma 180 e Carcinoma de Ehrlich do extrato
hidroalcodlico de Cissus sicyoides, como também avaliar a acdo adjuvante do
imunmodulador imunoglucan® (glucana [-1,3-D-glicopiranose), produzido pelo
laboratério Hebron. O extrato hidoalcodlico de Cissus sicyoides nao demonstrou
atividade citotoxica, mas apresentou uma inibi¢do de 48,7 € 62% no crescimento tumoral
para o Sarcoma -180 e de 69 e 84,4% para o Carcinoma de Ehrlich. nas doses de 300 e
600mg/kg respectivamente. Quando feito o uso do Imunoglucan® nio foi observada
melhora da atividade antitumoral. Estudos hematoldgicos indicaram que o extrato
apresentou um intenso efeito quimiotitico nas 24 horas, em relacio ao numero de
leucdcitos na cavidade peritoneal dos animais. Também foi verificado um aumento na
quantidade de linfécitos devido a presenca do extrato nas 24 horas. Estes resultados
demonstraram o potencial antitumoral do extrato hidroalcodlico das folhas de Cissus
sicyoides através estimulacdo/ atracdo de células linféides para o local estimulado
sugerindo que a atividade antitumoral pode estd intimamente relacionada com a ativagao

da linhagem linf6ide.

Palavras chaves: Cissus sicyoides, Atividade antitumoral, Atividade Citotdxica,
recrutamento de leucocitos.



ABSTRACT

Cissus sicyoides L. comes from the Dominican Republic, popularly is used in several
diseases such as epilepsy, stroke, and in the treatment of abscesses and diabetes mellitus
type 2. This species has anti-inflammatory activities and anti-rheumatic, antiepileptic,
antihypertensive, antipyretic and antidiabetic agent. The objective of this research was to
study the cytotoxic and antineoplastic activity in experimental tumors Sarcoma 180 and
Ehrlich Carcinoma of the hydroalcoholic extract of Cissus sicyoides and also evaluate
the adjuvant effect of imunmodulator limunoglucan ® (Glucan B-1,3-D-glicopiranose)
produced by the Hebron laboratory. The hydroalcoholic extract of Cissus sicyoides did
not show cytotoxic activity but showed an inhibition in tumor growth of 48.7 and 62%
to Sarcoma -180 and 69 and 84,4% in relation to Ehrlich Carcinoma when used doses of
300 and 600mg/kg respectively. There was not an improvement of antitumor activity by
the use of imunoglucan ®. Hematological studies pointed that the extract showed a
strong chemotactic effect within 24 hours, in relation to the number of leukocytes in the
peritoneal cavity of animals. It was also observed an increase in the number of
lymphocytes due to the presence of the extract. These results demonstrated the
hydroalcoholic extract antitumour potential from the leaves of Cissus sicyoides through
stimulation / attraction of lymphoid cells to the site suggesting that the antitumor activity

can be closely related to the activation of lymphoid lineage.

Keywords: Cissus sicyoides, Antitumor activity, Cytotoxic Activity, Leukocytes

recruitment.
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1. INTRODUCAO

As relagdes entre o conhecimento popular e o cientifico podem ser enquadradas
dentro de uma mesma discussdo. O conhecimento popular é fundamentado em bases
empiricas e em resultados préticos, que contribuem para a solucdo de problemas do
cotidiano, se contrapondo ao conhecimento cientifico, o qual se fundamenta em teorias
comprovadas experimentalmente através de métodos validados pela comunidade
cientifica. Por outro lado, tem-se no estudo das plantas medicinais o estabelecimento de
uma relac@o racional entre o uso das plantas medicinais e a cura das doengas por meio
de substancias bioativas obtidas das plantas (CASTRO, FERREIRA, 2001).

A interacdo entre estes dois aspectos € alcancada quando os pesquisadores, em
busca de novos medicamentos, vdo até a populacio e efetuam levantamentos
etnofarmacoldgicos para realizacdo de seus ensaios e comprovam ou ndo a eficicia
através de testes laboratoriais “in vitro” e “in vivo”. A medicina popular também se
beneficia das técnicas elaboradas pelos pesquisadores, aperfeicoando o método
terapéutico com a adogdo de préticas que procuram a melhor utilizacdo das plantas
medicinais (FARNSWORTH, BINGEL, 1997).

A busca de novos medicamentos obtidos a base de plantas representa a
esperanga mais concreta para pacientes que sofrem de graves doencas. Nesse sentido a
industria farmacéutica chega a investir em torno de 250 milhdes de ddlares e de 10 a 20
anos na pesquisa e desenvolvimento de um novo medicamento (FERREIRA et
al.,1998).

Constituindo-se de uma fonte interessante e ainda pouco explorada de recursos
naturais para o desenvolvimento de novas drogas quimioterdpicas, as plantas
medicinais, podem ajudar a superar problemas relacionados a resisténcia e toxicidade
dos antibidticos comerciais. Além disso, sua utilizacdo tem papel importante como
alternativa de tratamento de doencas nos paises em desenvolvimento, gerando um
grande interesse na realizacdo de screening dessas plantas, para a avaliacdo do potencial
medicinal das mesmas fazendo um paralelo com as indicagdes etnobotanicas (AWADH
et al., 2001)

As plantas sdo verdadeiros laboratérios onde se sintetizam substancias que
podem ter efeito tanto benéfico como maléfico para o organismo humano. O consumo

de chds, umas das formas mais comuns de utilizacdes de plantas medicinais indicada
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pela populagdo, pode ser a principio mais aceita do que a alopatia, mas precisa haver o
conhecimento prévio dos componentes desses chds, pois a presenca de indmeras
substancias neles contidas pode produzir efeitos, principalmente quando tomados ao
longo do tempo (ALMEIDA, 1993), pois, algumas substancias que compdem um
preparo popular podem conter uma ac¢ao sinérgica que quando tomadas isoladamente
ndo apresentam efeitos, de onde advém a grande vantagem dos chds, porém essas agcdes
podem produzir ao longo do tempo efeitos ndo conhecidos, que assumem natureza
téxica, a exemplo do Confrei (Symphytum officinale), que € utilizado, popularmente
para inimeras enfermidades, parecendo realmente ter um efeito terapéutico, mas quando
utilizado com muita freqiiéncia, apresenta efeitos téxicos para o organismo humano
(HIRONO, HAGA et al., 1979).

Portanto, a pesquisa quimico-farmacoldgica das plantas se faz necessaria pelo
grande poder terapéutico que elas apresentam e também pela necessidade de tornar-se
posicdo independente no campo da industria farmacéutica. Além disso, o conhecimento
dos componentes dos chds mais utilizados ird tornar a terapéutica nacional mais
acessivel a todos os niveis economicos da populacio do pais (ALMEIDA, 1993).

As pesquisas sistémicas para a obten¢do de novas substancias com finalidade
terapéutica podem ser executadas por meio de varios processos, entre 0s quais 0s mais
utilizados sdo: a sintese de novas moléculas; a modificacio molecular de substancias
naturais e/ou sintéticas com propriedades farmacoldgicas definidas; a extracdo,
isolamento e purificacio de novos compostos de fontes naturais especialmente de
origem vegetal, que se caracteriza como uma fonte inesgotavel de substancias
potencialmente ativas como medicamentos. As plantas medicinais devem ser
consideradas nao apenas como matéria-prima para a descoberta de novas moléculas,
mas também como um recurso natural potencialmente ativo na forma de fitoterdpicos
padronizados e eficazes. (DI STASI, 1996).

Pesquisas para encontrar compostos com propriedade antitumoral produzida por
plantas estdo sendo conduzidas a mais de 40 anos e novos compostos tem sido
encontrados. Em quimioterapia de cancer, as drogas frequentemente exibem severos
efeitos colaterais e células tumorais que adquirem resisténcia também se tornam um
problema freqiiente (COSTA, 2002).

Em 1960, The National Cancer Institute, iniciou um screening bioldgico para
extratos de uma grande variedade de recursos naturais, € um dos extratos se mostrou

ativo para uma vasta linhagem de células tumorais de roedores, foi entdo que em 1967
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os Drs. Monre E. Wall e Mansukh C. Wani isolaram o componente ativo, taxol oriundo
de Taxus brevifolia que posteriormente teve sua estrutura quimica determinada e em
1980 os cientistas do Albert Einstein Medical College, registraram sua atuacio sobre a
tubulina dos microtubulos, inibindo a divisdo celular, tornando o taxol uma nova classe
de quimioterdpico. Foram registrados resultados clinicos do seu uso em cancer de
mama, pulmao, ovério e Sarcoma de Kaposi (COSTA, 2002).

Outro agente quimioterdpico que merece destaque é o lapachol, componente
ativo da casca da arvore Tabebuia avellanedae, teve sua estrutura quimica estabelecida
em 1896 e em 1927 a substancia foi sintetizada (FIESER, 1927). Com propriedades
antibidticas e antineopldsicas reconhecidas, o lapachol teve sua capacidade
antineoplésica estudada por vdrios pesquisadores, frente aos tumores experimentais,
Sarcoma - 180, Carcinoma de Ehrlich, Sarcoma de Yoshida e Carcino-Sarcoma de
Walker 256 (D ALBUQUERQUE et al., 1972).

O cancer € uma doencga de alta freqiiéncia, afetando boa parte da populacio do
mundo, sendo a segunda causa de morte em paises desenvolvidos. Em geral, um tumor
¢ iniciado quando uma célula normal do organismo sofre alteracdes em genes
relacionadas com o controle de proliferacdao celular (GOMES, 1997). As principais
caracteristicas de células neoplasicas que as distinguem das células normais sdo: a
proliferacdo descontrolada, indiferenciacdo, perda da funcdo, poder de invasido e de
gerar metastases. Uma das principais dificuldades no uso das quimioterapias no cancer €
que o tumor ja se encontra em estdgio bastante avangado por ocasido do diagndstico
(RANG et al., 2001).

Como formas de tratamento para o cancer a quimioterapia € utilizada em
tratamento sist€émico, a base de farmacos que impedem a reproducdo celular e,
conseqiientemente, levam as células malignas a morte. Estes farmacos podem ser
ministrados isoladamente (monoquimioterapia) ou combinados (poliquimioterapia),
sendo que a ultima apresenta resultados mais eficazes, pois consegue maior resposta a
cada aplicacdo, diminuindo o risco de resisténcia aos farmacos e conseguindo atingir as
células em diferentes fases do seu ciclo (CARVALHO et al., 2003).

O desenvolvimento do cancer € um processo complexo em estdgios multiplos,
envolvendo geralmente mais de uma alteracdo genética e também, outros fatores que,
ocorrendo isolados ou de forma simultinea, podem resultar em uma neoplasia.
Importantes processos celulares, como crescimento, diferenciacdo, motilidade e

apoptose (morte celular programada) sdo regulados por sinais provenientes de outras
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células e da matriz extracelular ou por fatores de crescimento e citocinas (DIRKS,
RUTKA, 1997).

As células podem se dividir em resposta a fatores de crescimento que atuam
sobre as RTKs (receptores de superficie tirosino — quinase) que, por sua vez, deflagram
eventos intracelulares que resultam na produgdo dos transdutores do ciclo celular, que
levam a sintese de DNA, e consequentemente, a divisdo celular. Um defeito em
qualquer uma dessas etapas (por ativacdo de oncogénes ou inativacdo de genes
supressores tumorais) pode resultar em proliferacdo descontrolada, ja que a progressao,
através do ciclo celular, depende do equilibrio entre vérias for¢as reguladoras positivas
e negativas (KARP, BRODER, 1995).

O aparecimento cada vez maior de cepas bacterianas resistentes a multiplos
antimicrobianos, a utilizacdo freqiiente da poliquimioterapia no tratamento do cancer,
com conseqiiente imunossupressdo e principalmente o advento da sindrome da
imunodeficiéncia adquirida sdo alguns dos fatores que nos ultimos anos, chamaram a
atencdo dos médicos e pesquisadores ao papel fundamental do sistema imune no
combate as infec¢des, processo esse que € iniciado quando os antigenos sao
apresentados pelos macrdfagos, células reticulares, células de Langerhans etc, aos
linfécitos T helper que apds ativagdo estimulam as células responsdveis pela resposta
imune humoral (linfécitos B) e pela resposta imune celular (Linfécitos T, citotéxicos e
macréfagos) (ROITT, RABSON, 2003).

O estimulo da-se através da liberagcao de fatores humorais (linfocinas) tais como,
interleucinas 2 e o fator de ativacdo de macréfagos, este que, por sua vez estimulado
passa a exercer com mais competéncia a suas acdes de migracdo, aderéncia, fagocitose,
digestdo e liberacao de monocinas. (ROITT, RABSON, 2003).

Por motivos muitas vezes desconhecidos, o sistema imunoldgico ndo exerce sua
funcdo de forma adequada o que caracteriza uma imunodeficiéncia, podendo a mesma
ser de ordem humoral (caracterizada por uma disfun¢do na producdo de anticorpos, com
quedas nos niveis de imunoglobulinas séricas, levando as infeccdes bacterianas de
repeticdo como otites, pneumonias, meningites e septicemias). A defici€éncia pode ser
ainda na imunidade celular envolvendo os linfécitos T sendo as infec¢des geralmente
caracterizadas por fungos, bactérias intracelulares e protozodrias e o problema pode
estar associado também ao sistema do complemento e neste caso a susceptibilidade de

infeccdes bacterianas também € aumentada (ABBAS et al., 2005).
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Atualmente substancias capazes de interferir no sistema imune promovendo uma
maior resposta as infec¢des sdo classificadas como modificadoras da resposta bioldgica
e vém sendo uma das alternativas de tratamento para pacientes com cancer: A
imunopotencializacio do hospedeiro, tratamento conhecido como imunoterapia
adjuvante, estd sendo indicado para diversas condi¢cdes patoldgicas de importancia
clinica. Nao se sabe ainda qual o papel exato dos adjuvantes na terapéutica do cancer,
mas, sabe-se que os adjuvantes causam a estimulacdo do sistema reticulo-endotelial

(RODRIGUES et al., 2002).
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2. REVISAO DA LITERATURA

Muitas sdo as plantas utilizadas com fins terapéuticos e como objeto do estudo
proposto a espécie utilizada tem origem na Reptiblica Dominicana sendo denominada
de Cissus sicyoides, hoje tem como sindnimo Cissus verticillata (L.) (NICOLSON,
JARVIS, 1984) € encontrada também na Flérida (EUA), nas Antilhas e na América
tropical, sendo que no Brasil concentra-se especialmente nos Estados do Amazonas,
Ceard, Bahia e Rio de Janeiro (ALMEIDA, 1993), sendo utilizado pela medicina
popular em diversas doengas, como a epilepsia, derrame cerebral, bem como, em
abscessos e no tratamento do diabetes mellitus do tipo 2 (SILVA et al., 1996).

Para uso tépico € utilizada contra reumatismo e cura de abscessos (CORREIA,
1969; TOLEDO et al., 1983). Sob forma de cataplasma € aplicada em inflamacgao
muscular (ZAMORA-MARTINEZ, POLA, 1992). Atividades antiinflamatérias e anti-
reumdticas também sao atribuidas a planta (MORI et al., 2001; VIANA et al., 2004) e o
cha das partes aéreas € utilizado como antiinflamatério, antiepiléptico, antihipertensivo,
antitérmico e antidiabético (SILVA et al., 1996).

Embora Beltrame et al (2001) em seus estudos ndo tenham encontrado uma
atividade hipoglicemiante através da avaliacdo da determinacdo do indice de glicogénio
em ratos, uma atividade hipoglicemiante foi demonstrada por Viana et al (2004), no
modelo de diabetes induzido pelo aloxano. Os niveis enzimdticos e a atividade anti-
lipidica também foram avaliadas.

Outro estudo ainda relacionado a atividade hipoglicemiante do C. sicyoides foi
realizado por Mori et al (2001), onde foi verificada a eficicia desta planta tanto em
animais hereditariamente diabéticos quanto em animais que tiveram diabete induzida
por (STZ) estreptozotocina.

Pepato et al (2003) utilizaram a decoc¢do de folhas de C. sicyoides por um
periodo longo em animais normais e diabéticos induzidos. Os autores observaram que
os parametros fisioldgicos e metabdlicos que sdo alterados durante o diabetes ndo foram
alterados, porém houve uma redugdo significante dos niveis de glicose na urina e no
sangue, o autor sugere a via de inibi¢do como sendo a da gliconeogénese.

Garcia et al (1999) demonstraram a atividade antibacteriana do C. sicyoides
sendo essa atividade atribuida a alta propor¢do de compostos fendlicos encontrados na

planta.
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Elisabetsky, Brum, Souza (1999) demonstraram a atividade anticonvulsivante do
6leo essencial linalool extraido das folhas de C. sicyoides, foi demonstrado In vivo, uma
inibicdo parcial e um atraso significante da expressdo comportamental do PTZ
(Pentilenotetrazol), com uma significante diminuicdo das convulsdes, enquanto que in
vitro foi verificado que o Linalool modulou a ativagao do glutamato.

Pesquisas mostraram que o extrato aquoso de C. sicyoides contraiu anéis
adrticos de cobaias de modo dose-dependente. Os autores concluiram que o extrato age
em nivel da membrana, aumentando a entrada de cdlcio bem como agindo no depdsito
interno de célcio do reticulo endoplasmatico (GARCIA et al., 1997).

Garcia et al (2000) demonstrou que o extrato aquoso de C. sicyoides apresentou
um efeito antiinflamatério, determinado em um modelo de carragenina induzindo
edema de patas em ratos e em edemas de orelhas de camundongos. Estes autores
também observaram uma diminuicdo no nivel de mieloperoxidase em amostras
teciduais da area inflamada.

Uma vez que esta planta também € usada como anticarcinogénica no tratamento
de cancer de vesicula biliar (QUILEZ, 1996), foi proposto por Saenz et al (2000) o
estudo da atividade citotéxica do extrato de C. sicyoides, O autor realizou ensaios de
atividade antimitética, onde foi verificado que apds 24 horas o extrato induziu a
completa inibicdo da mitose, em relacdo ao teste de citotoxicidade contra as células
HEp-2 em cultura, a Clsy foi maior do que 50ug /mL o que nao estd em acordo com o
protocolo de substancias ativas pelo protocolo de Geran. (GERAN,1972).

Quilez et al (2004) realizaram uma andlise fitoquimica e um estudo antialérgico
para C. sicyoides onde ficou determinada a existéncia de Hydroxistilbena resveratrol
onde a atividade antialérgica foi determinada pela inibi¢do da liberacdo de histamina
pelos mastdcitos através da utilizagdo do extrato metandlico, bem como, o constituinte
isolado da planta.

Medeiros et al (20022, 2002° ) afirmaram que o extrato aquoso apresenta uma
atividade anti-nociceptiva, ainda segundo os referidos autores o extrato aquoso desta
planta também apresenta propriedades anticonvulsivantes, evidenciadas nos modelos de
convulsdes induzidas pela estricnina.

O efeito antinociceptivo central induzido pelo extrato hidroalcodlico de C.
sicyoides, foi demonstrado através dos testes de contracdes abdominais induzidas pelo
acido acético, teste de placa quente e imersdo de cauda em camundongos. A acgdo

analgésica central foi confirmada através do bloqueio da analgesia quando feito o uso
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do Naloxone, um antagonista especifico dos receptores opidides. (ALMEIDA et al.,
2006).

Estudos determinaram a atividade teratogénica e abortiva dos extratos alcodlico
e hidroalcodlico de C. sicyoides, onde foi demonstrado que esta planta provavelmente
atua no inicio da divisdo do ovo e no periodo de implantacdio uma vez que foram
observados reabsor¢des e malformagdes em alguns fetos (ALMEIDA et al., 2006a).
Ainda em relagdo aos efeitos embriofetotoxicos e desenvolvimento pds-natal da prole,
foi demonstrado que o C. sicyoides ndo influenciou na fertilidade materna, mas induziu
alteracdes no reflexo postural da prole, promovendo também malformagdes nos fetos
(ALMEIDA et al., 2007).

Outra atividade atribuida a planta é a atividade fungitoxica, onde Luciana et al
(2007), analisaram o extrato etandlico fracionado por varios tipos de solventes, sendo o
efeito antifingico analisado frente a Cladosporium sphaerospermum. Os resultados
demonstraram que os extratos em cloroférmio e acetato de etila foram ativos. Os
autores concluiram apds andlise fitoquimica que os compostos responsaveis por esta
atividade foram o biciclogermacreno, um sequiterpendide com reconhecida atividade
antiftingica, e o resveratrol que segundo Adrian et al (2000) trata-se de um componente
com atividade antifingica funcionando como uma fitoalexina, apds uma infeccdo por
patégeno. Chan (2004) observou que o resveratrol tem atividade contra dermatoéfitos e
bactérias da pele de humanos, sugerindo que o mesmo poderia ser usado no combate de
algumas infec¢des antiftingicas de humanos. (JUNG et al., 2005).

Estudos fitoquimicos mostram que C. sicyoides contém, Antocianinas nos seus
frutos, e nos extratos obtidos da planta encontram-se aminodcidos, proteinas, alcaldides,
flavonoides, saponinas, taninos, triterpenos, esteréides e compostos graxos (SILVA et
al., 1996), estudos afirmam que sua composi¢do quimica ndo se altera, pelo menos
qualitativamente durante o periodo de seca (LIZAMA, MARTINEZ, PEREZ, 2000).

Significantes quantidades de a-Tocoferol um composto reconhecido como
adjuvante de drogas anticonvulsivantes em estudos clinicos é encontrado em suas
folhas. (BARBOSA, 1994). Também se fazem presentes os flavonédides, kaempferol 3-
o-ramnosideo e quercetina 3-o-ramnosideo obtidos a partir das partes aéreas da planta e
que sdo apontados como as principais substiancias que induzem o efeito

hipoglicemiante.
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Estudos realizados pelo mesmo autor identificaram nas partes aéreas da planta a
presenca de duas novas cumarinas (glicosidica e sabadina) e dois flavondides
(BELTRAME et al., 2001; 2002).

Na andlise fitoquimica feita por Quilez et al (2004) o composto hidroxistilbena
resveratol foi identificado. Este composto foi responsdvel pela significante inibicdo da
liberacao de histamina pelos mastdcitos o que possibilitou uma atividade antialérgica. O
resveratol também pode ser apontado como um dos constituintes responsaveis pelas
propriedades antiinflamatdrias apresentada pelo C. sicyoides.

Garcia et al (2000) em seu estudo para avaliar a atividade antiinflamatéria da
referida planta, também realizou estudos fitoquimicos onde foi demonstrada a presenca
das sapogeninas esteroidais (hecogenina e disogenina), substancias também envolvidas
no processo antiinflamatorio.

Estudos fitoquimicos envolvendo fruto desta planta foram realizados por Toledo
et al (1983). Os autores encontraram trés pigmentos: delfinidina-3-rutinosideo,
cianidina-3-ramnosil-arabinosideo e delfinidina-3-raminosideo. A antocianina contida
no suco da fruta desta planta pode ter potencial como um corante alimenticio.

Em relagdo a estudos clinicos utilizando esta planta, Santos et al (2008)
utilizaram o infuso das folhas de C. sicyoides para avaliar a eficécia terapéutica desse
vegetal em voluntarias intolerantes a glicose e diabéticas entre 30 e 59 anos de idade o
cha foi preparado com 1g do pé das folhas secas, diluido em 150 mL de dgua quente por
10 minutos (uso popular). Foi utilizada dose tnica, por um periodo de 7 dias. Foi
observada uma atividade hipoglicemiante significativa aos 120 minutos, porém, nao
houve aumento da insulinemia, além da fisiolégica, sugerindo que esse efeito ndo
ocorreu por liberacdo ou secrecdo da mesma.

A imunoterapia conta um ndmero vasto de substincias, a maioria delas
polissacarideos e entre os polissacarideos biologicamente ativos estdo as D-glucanas do
tipo B-(1-3) e B-(1-3 ; 1-6 ) que revelaram-se como compostos potentes sendo efetivos
contra tumores. Lentinana e Esquizofilana, duas glucanas fungicas B-(1-3;1-6 ),
tornaram-se clinicamente relevantes como imunoadjuvantes na terapia contra o cancer.
Estas glucanas nao citotoxicas, supostamente expressam seu efeito antitumoral por
estimulagdo do sistema imunoldgico do hospedeiro. Acredita-se que acdo aconteca,
principalmente, pela ativagdo das células T “helper”, células NK (Natural killer) e
macréfagos citotoxicos tanto quanto por um aumento das células T citotéxicas.

(GOMAA et al., 1992; CHEUNG et al., 2002).
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Estudos recentes mostram que as glucanas [B-(1-3) modulam o sistema
imunoldgico pela ativagdo dos macréfagos através da ligagdo do polimero a receptores
especificos dessas células (WILLIANS, 1997; YOUNG, FRAZER, CASTRANOVA,
2001). Esta atividade antitumoral parece estd relacionada a estrutura quimica da cadeia
principal da glucana na forma de hélice triplice, a freqiiéncia e complexidade das
cadeias laterais e a sua massa molecular (SCHMID et al., 2001). Portanto, decifrar as
caracteristicas estruturais destes polimeros € um pré-requisito essencial para entender
como as glucanas fingicas sdo reconhecidas pelo sistema imune (KISHIDA, SONE,
MISAKI, 1992).

Neste estudo foi utilizado o Imunoglucan® (Glucana B-1,3-D-glicopiranose) que
€ um polissacarideo de peso molecular em torno de 6.500 dalton (HASSID et al., 1941)
constituido por moléculas de glicopiranose (glicose) unidas por ligagdes - glicosidicas
entre os carbonos 1 e 3 (figura 1), sendo a mesma, considerada como um potente
ativador dos mondcitos e neutréfilos do sangue periférico, contribuindo desta maneira,
para uma maior eficiéncia do sistema imune no combate a infecgdes (HEBRON, 2005).

Estudos acerca dos mecanismos de acdo de substancias demonstraram a
importancia desse polissacarideo na resposta imunoldgica e hematolégica no cancer
(SORIMACHI et al., 2001). Foi demonstrado que a 1-3- B -D-glucana possui efeitos
sobre o sistema imunoldgico, tais como: aumento da imunidade celular e humoral,
aumento do numero, tamanho, atividade fagocitdria, aumento na aderéncia e
quimiotaxia dos macréfagos; aumento do nimero de mondcitos circulantes, aumento da
producdo de antigenos e atividade citolitica sobre células tumorais humanas in vitro
(JENNEMAN et al, 1999; TAKAKU, KIMURA, OKUDA, 2001;
TAKESHI,YOSHIYUKI, HIROMICHI, 2001).

No mecanismo de a¢do da ativagdo do sistema imunoldgico, esta glucana atua
como pseudo-antigeno opsonisante, facilitando a fagocitose do complexo antigénico por
macréfagos que estdo associados ao setor T (Timo-dependente) do sistema
imunolégico, mediado por células, constituido por linfécitos supressores e auxiliares;
e ao setor B (Bursa-de-pendente), constituido por plasmdcitos, que se encarregam de
formar anticorpos (TAKAKU, KIMURA, OKUDA, 2001). As células Th-1, que
desencadeiam o setor mediado por células T, e estimulam os linfécitos T a elaborarem
isoleucinas, sdo ativadas pela B -glucana. Estas isoleucinas estimulam células NK
(Natural Killer), responsaveis pela destruicao das células neopldsicas. Paralelamente, os

linfécitos CD-8 adquirem alta citotoxicidade especifica (CTL), por acdo da B - glucana
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opsonisada com o antigeno, contribuindo ao processo de destruicao celular do tumor
(TAKAKU, KIMURA, OKUDA., 2001).

Em relacdo a sua absor¢do uma vez injetada a glucana adere as células
macrofdgicas portadoras de receptor para [-1,3-D-Glucana e ¢é fagocitada, sua
distribuicdo se da consequentemente para 6rgdos ricos em células componentes do
sistema imunoldgico principalmente os pulmdes, figado, bago e em menor quantidade, a
medula 6ssea. No figado essa glucana é metabolizada e transformada em glicose
seguindo suas vias de degradacao (HEBRON, 2005).

O maior obsticulo da utilizacdo clinica das B-glucanas é a falta relativa de
solubilidade em meio aquoso. Segundo Willians et al (1992) as B-D-glucanas (1-3)
isoladas da parede celular de Saccharomyces cerevisiae como microparticulas
insoluveis (1-2 um) ndo induzem nenhuma toxicidade quando administradas intralesao
ou topicamente, porém o uso sistémico (intravenoso) da forma microparticulada esta
associado com hepatoesplenomegalia, formag¢do de granulomas, microembolia e
aumento da sensibilidade as endotoxinas.

Um dos primeiros procedimentos empregados para a solubilizacdo destas
moléculas microparticuladas foi a sulfatacdo da glucana de Saccharomyces cerevisiae.
O objetivo primdrio foi aumentar a polaridade da molécula aumentando,
conseqiientemente, sua solubilidade em dgua e preservando a acdo imunobioldgica. Este
objetivo foi alcancado, considerando-se que as glucanas sulfatadas exerceram potente
atividade antimicrobiana e antineoplésica e, particularmente, um efeito inibitério contra
o virus causador da imunodeficéncia humana (HIV) (WILLIANS et al., 1992.).

Sendo assim, uma diversidade de estudos envolvendo o uso de
imunomoduladores da resposta bioldgica e principios ativos obtidos de plantas estdo
cada vez mais presentes na literatura cientifica. Muitos estudos morfoldgicos, quimicos
e farmacoldgicos de Cissus sicyoides L. sdo encontrados na literatura cientifica
indicando o vasto uso e uma grande variedade de propriedades medicinais comprovadas
cientificamente.

Em relacdo a pesquisas relacionadas a atividade antineopldsica para extratos
brutos de suas folhas, foi verificada uma caréncia de estudos elucidativos que
comprovem suas acoes citotoxicas e antitumoral.

Diante do exposto, este estudo visa contribuir na ampliacdo do conhecimento
das propriedades farmacoldgicas da espécie Cissus sicyoides L. avaliando as acdes

citotoxicas e antitumoral do extrato hidroalcodlico de suas folhas, bem como, avaliar o
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potencial imunomodulador do adjuvante Imunoglucan® (Glucana B-1,3-D-

glicopiranose) produzido pelo laboratério Hebron.

GLUCANA

Figura 1: Estrutura quimica do Imunoglucan® - Hebron, 2005.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Estudar a atividade citotéxica e antineopldsica do extrato hidroalcodlico de Cissus
sicyoides, nos tumores experimentais Sarcoma 180 e Carcinoma de Ehrlich como

também avaliar a acdo adjuvante do imunmodulador Imunoglucan® (glucana B-1,3-d-

glicopiranose), produzido pelo laboratério Hebron.

3.2 Objetivos especificos

a) Estudar a citotoxicidade em linhagens de células de cancer humano KB (carcinoma

epidermdide de boca), HEp-2 (Carcinoma epiderméide de laringe) e NCI-H292

(Carcinoma mucoepiderméide de pulmao).

b) Avaliar a atividade antineopldsica do extrato hidroalcodlico do Cissus sicyoides nos

tumores experimentais Sarcoma 180 e Carcinoma de Ehrlich.

c) Avaliar a acdo adjuvante da glucana (B-1,3-D-glicopiranose) Imunoglucan® no

sistema imunolégico.
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5. CAPITULO 1

ARTIGO SUBMETIDO A PERIODICO INTERNACIONAL

Cytotoxic, Antitumor and Leukocyte Migration Activities of Resveratrol and
Sitosterol Presents in the Hidroalcoholic Extract of leaves of Cissus sicyoides L.

(Vitaceae)
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Resveratrol and Sitosterol Presents in the Hidroalcoholic Extract of
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ABSTRACT

Cissus sicyoides belongs to the Vitaceae family. It is popularly known as “insulina,
cipo-pucd, bejuco caro, puci, anil trepador”. It has also demonstrated a vasoconstrictor
effect, and an antibacterial activity. In Brazil, C. sicyoides was evaluated for its
anticonvulsant and anti-diabetc properties. Phytochemistry studies identified and
isolated from its aerial parts sitosterol and resveratrol compounds which are pointed to
have antitumor activity. The goal of this study was investigate the cytotoxic and
antitumor activities of Cissus sicyoides hydroalcoholic extract as well its ability to
recruit leukocytes cells to injuried tissue. Cissus sicyoides did not demonstrate cytotoxic
activity but showed an inhibition of tumor growth in front of the tumors tested. The
extract had a strong chemotactic effect on the 24 hours after treatment. The
hidroalchoolic extract of Cissus sicyoides presented antitumor activity which was
prompt by T lymphocytes recruitment to the local lesion and suggest a new pathway to
antitumor activity by activation of lymphoid lineage.
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1. Introducion

Cissus sicyoides belonging to the Vitaceae family comprises of about 165 genus and
1370 species, which are distributed throughout the tropics, mainly in Brazil and the
Caribbean. It is popularly known as “insulinas, cipo-pucd, bejuco de porra, bejuco caro,
puci, anil trepador” and its originality is from the Dominican Republic [1]. It has also
demonstrated a vasoconstrictor effect on guinea-pig aorta rings [2], and an antibacterial
activity [3]. In Brazil, C. sicyoides was evaluated for its anticonvulsant property, where
it is used against epilepsy and cytotoxic activity [4; 5; 6]. The fact that treatment with
tea induced an increase in the amount of chromosomal damage in bone marrow cells
without altering the cell division cycle was also demonstrated [7]. The central
antinociceptive effect of C. sicyoides on mice and the action of dry leaves extract in
pregnant rats and offspring postal development was also demonstrated [8;9;10].
Phytochemistry studies identified and isolated from the aerial parts of C.sicyoides a new
coumarin glycoside 5,6,7,8-tetrahydroxycoumarin-5B-xylopyranoside which was
obtained together with known coumarin sabandin, two flavonoids kaempferol 3-
rhamnoside and quercetin 3-rhamnoside and two steroids among them sitosterol which
is pointed to induce apoptosis together with TNF- a and antitumor activity [11;12].
Leaves of the genus Cissus contain sterols, quinones and phenolic compounds.
Anthocyanins, saponins and flavonoids are also found in the leaves plants and fruits
[12;13] in their phytochemistry studies demonstrated that C. sicyoides has in its leaves
hydroxystilbene resveratrol another compound responsible to antitumor activity.
Resveratrol has pleiotropic effects, altering many different signaling pathways (i.e.,
nuclear factor-nB, Rb-E2F, p53, phosphatidylinositol 3-kinase/Akt, and mitosis-

activated protein kinase pathways), leading to suppression of tumor cell proliferation,
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adhesion, invasion and metastasis, reduced signs of inflammation and angiogenesis, and
induction of apoptosis and differentiation [14]. [Fig.2] However, we found no reference
about antitumor activity of Cissus sicyoides. The inflammatory process consists of a
sequence of events that affect vascularity (Vasodilatation increased permeability and
expression of adhesion molecules) [15], the leukocytes dynamics on the blood, which
are attracted to the focus inflammatory tissue is important because These cells go to the
tissues from the peripheral blood to diapedese, and realize its protective functions such
as phagocytosis by neutrophils and monocytes, release of cytokines by T helper
lymphocytes (CD4+) and cytotoxicity by T lymphocyte cytotoxic (CD8+) [16]. The
goal of this study was investigate the cytotoxic and antitumor activities of Cissus
sicyoides hydroalcoholic extract as well to study its ability to recruit leukocytes cells to

the injuried tissue.

2. Materials and Methods

2.1 Botanic Materials and Extract Preparation

Aerial parts of plants were collected in the Varzia District at Rua Maria Jaboatdao n°
115, Recife, Brazil during the period of September to March, during the harvest time
when the plants produce fruits. The plant was identified by Marlene Carvalho de
Alencar, Curator of the Geraldo Mariz Herbarium — UFPE. The collected specie was
deposited in the Herbarium under the register 50.541. The leaves were washed and dried
in the laboratory at room temperature then dried in an oven for 15 days at + 45°C, then
triturated manually. Ethyl alcohol and water was added at a proportion of 70:30 (v/v).
The leave, water and alcohol mixture was then reposed for 48 hr, followed by
mechanical agitation for also 48 hours, then submitted to rote - evaporation. The extract

was dissolved in a physiologic serum solution containing Tween 80 (0,025%) [17].
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2.2 Animals used in the pharmacological tests:

For the tests, Swiss albino female mice (Mus musculus) were used, weighing between 30-35
grams, with average age of two months. The animals were monitored according to the norms
of the National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals. The
experiments were conducted according to the National Cancer Institute protocol [18] and the

approval by the UFPE- Animal Experimentation Ethic Committee.

2.3 Neoplasic cells used in the tests:
The citotoxity tests were conducted using three lines of cells: NCI-H292 cells
(mucoepidermoid lung carcinoma cells), HEp-2 cells (larynx carcinoma epidermoid) and KB

cells (mouth Carcinoma epidermoid).

1.4 Cytotoxic activity:

The cells (HEp-2, KB and NCI-H292) were maintained in DMEM - Minimum Essential
Medium Eagle modified Dulbecco’s. (Sigma), [19] supplement with 10% fetal bovine serum
(Gibco), 1% solution of antibiotic (penicillin 1000 UI/mL + streptomycin 250 mg/ml) and 1%
de L-glutamin 200mM. For cytotoxity determination a cellular suspension of 10° cells/mL,
was prepared in DMEM . The suspension was distributed in culture plaques with 96 wells
(225ul in each well). The plaques were incubated at 37°C in a CO, (COLE PARMER)
incubator. After 24 hr (25 pl/well) was added to the tested substances and the plaques were
reincubated at 37°C [20]. Evaluation of cytotoxic activity was realized by colorimetric essay
MTT bromete method (3-[4, 5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio) in a PBS
concentration of Smg/mL. The plaques were placed in an oven at 37°C for 2 hours. At the
end of this time, the culture medium along with the excess MTT material were aspirated,

mixed with 100 ul of DMSO and added to each well to dissolve the Formazan crystals [21;
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22] An optic reading was realized in an automatic plaque reader BIOPLUS (BIO 2000) at

540mm.

2.5 Antitumor Activity:

The animals received 0,2 mL of a suspension (5x10°cells/animal) prepared from a cellular
suspension of 25x10° cellules/mL (animal donator). After injected 0,2 mL of the suspension
in the right axillary region of the healthy animals, the treatment was initiated 24 hours later.
The donator animals were sacrificed with xilasin. These animals were divided in groups, the
first being the control group, received a saline solution (NaCl 0,9%). The second group was
submitted to a treatment with C.sicyoides hidroalcoholic extract to valuate the antitumor
activity. The extract dosages were based on D Lso as referred by [8]. The animals received a
dose of 300mg/kg and 600mg/kg of body weight via intraperitoneal injection. At the end of
the treatment, the animals were sacrificed with a fatal dose of xilasin, the tumors were
removed, and weighed to evaluate the tumor inhibition. The same was adopted to the control
animals. The tumor inhibition was calculated according to [23]. The average corporal weight

of the animals in the control and treated groups were also observed.

2.6 Migration of cells verification (peripheral blood)

The animals were anesthetized with a solution of 100 pL (2:8) containing xylazine / Ketamine
to count total leukocytes and lymphocytes from the blood. Samples were collected by cardiac
puncture in the amount of 0.5 ml and preserved in 0,001 mL of EDTA 10% and subsequently
subjected to automated counting (3200 BC) the blood slides was prepared, in duplicate,
immediately after collection. Slides were stained with hematoxylin and eosin analysis cell was
counted in optic microscope (1000x). The analysis was performed 2, 6, 24 hours after

treatment.
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2.7 Migration of cells verification (peritoneal cavity)

The peritoneal cavity received, ip, 4 mL of sterile solution PBS 10 mM EDTA. Were
aspirated around 3mL of peritonitis, which were submitted to the refrigerated centrifuge for 7
minutes at 1500 rpm. The supernatant was collected and the pellet diluted in 100 pL. and 500

puL of PBS + 0.1% of BSA. The slides were analyzed as described above.

2.8 Statistical analyses

To the cytotoxic and antitumor data were analyzed by analysis statistical software GraphPad
Instat 3.0. The results were submitted to the paired T test and analysis of variance (ANOVA),
followed by the test of multiple comparisons of Tukey-Kramer. The migration activity was

analyzed by (Wilcoxon) and Mann-Whitney tests.

2. Results:

3.1 Cytotoxic Activity
The C. sicyoides hidroalcoholic leave extract did not demonstrate cytotoxic activity at tested

concentrations, (Clsp> 50 pug/mL).

3.2 Antitumor Activity

The hydroalcoholic extract from the leaves of C. sicyoides showed an inhibition of tumor
activity in sarcoma -180 of 48,7 and 62% to the doses of 300 and 600mg/kg respectively,
when compared to tumors with the control group. (Table 1) when considered Ehrlich
Carcinoma the inhibition was 69 and 84,4% to the doses of 300 and 600mg/kg weight
respectively in comparison with control group (Table 2). Considering the change in weight of

animals were seen significant differences in weight of animals belonging to the Ehrlich
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carcinoma group in the dose of 300mg/kg. The results were considered significant when

showed tumor inhibition growth above 40% according to the protocol of [18].

3.3 Leukocytes migration evaluation

Regarding the number of leukocytes in peripheral blood, the hydroalcoholic extract of C.
sicyoides not led to change in normal values of these cells in any of the times studied, as
compared to the control group animals (Graphic 1). In the case of leukocytes into the
peritoneal cavity (Graphic 2), the extract had a strong chemotactic effect on the 24 hours,
since there was a greater quantity of these cells in the group that received the extract in
relation to that received saline. There was no statistical difference between the numbers of
leukocytes in groups in 6 h group. Considering the number of lymphocytes, we observed that
within 24 hours the extract led to a lymphocytopenia in the peripheral blood (Graphic 3).
Otherwise, the analysis of peritoneal cavity showed that there was a significant amount of
lymphocytes due to the presence of the extract within 24 hours, compared to the control
group. These results suggest that the lymphocytopenia observed reflected the migration of

these cells to peripheral blood until the peritoneal cavity (Graphic 4).

3. Discussion

Among the medical properties attributed to plants and a gamut of varieties encountered in
tropical countries, among them Brazil, there are numerous researches with the objective of
identifying efficient activities against cancer, since then several studies are being made to find
active substances against cancer [20]. There are various indications of C. sicyoides being
used as popular medicine; many confirmed by well known methodologies recognized in
international literature, this plant is used like an anticarcinogenic in the treatment of gall
bladder cancer [13] and was verified in this study that the hidroalcoholic extract produced

from C. sicyoides leaves did not demonstrate cytotoxic activity at the concentrations tested,
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(CIs50> 50 pug/ml) and to the plant extract to be considered active the CI5S0 should be less than
or equal to 30 ug/ml for plant extracts [18]. Meanwhile, when realized the antitumor activity
in vivo was observed that the hidroalcoholic extract of the C sicyoides leaves presented an
inhibition to Sarcoma — 180 of 48,7% to the 300mg/kg and 62% to the 600mg/kg treatments.
In relation to Ehrlich Carcinoma the inhibition was the 69% in 300mg/kg treatment and 84,
4% in 600mg/kg treatment suggesting that the antitumor activity could be related to the
metabolism of active compounds in secondary metabolites. This interaction is impossible to
be visualized in vitro, once that the culture in vitro metabolic reactions like in live organisms
does not exist, tested substances and a gambit of reactions with hormones, enzymes and liver
metabolism are capable to influence the functions of tested substances in organism. This
antitumor activity can be related to the presence of sitosterol which is pointed to induce
apoptosis together with TNF- a and antitumor activity [11] and hydroxystilbene resveratrol
another compound responsible to antitumor activity. Resveratrol has pleiotropic effects,
altering many different signaling pathways (i.e., nuclear factor-nkB, Rb-E2F, p53,
phosphatidylinositol 3-kinase/Akt, and mitogen-activated protein kinase pathways, leading to
suppression of tumor cell proliferation, adhesion, invasion and metastasis, reduced signs of
inflammation and angiogenesis, and induction of apoptosis and differentiation [14]. In
relation to cells migrations was verified no changes in the number of total leukocytes
between the treated and control groups but the results demonstrated that the extract had a
strong chemotactic effect on the 24 hours. In relation to the lymphocytes number (important
against tumor development) the results showed that the extract led to a lymphocytopenia on
the peripheral blood. Otherwise, the analysis of peritoneal cavity showed that there was a
significant amount of lymphocytes due to the presence of the extract within 24 hours,
compared to the control group .These results suggest that lymphocytopenia observed reflects

the migration of these cells to peripheral blood until the peritoneal cavity. Moreover, the
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stimulation of leukocyte influx becomes important in protecting against the tumor. In this
study, we found that the hydroalcoholic extract from the leaves of C. sicyoides was able to
attract lymphocytes to the site of its application. Knowing that in the line lymphoid cells are
cells that are specialized in the death of tumors, like CD8 + lymphocytes cytotoxic cells and
release of cytokines by T helper lymphocytes (CD4+) [16; 24]. These results prompt the
potential of hydroalcoholic extract from the leaves of C.sicyoides by lymphoid cell
stimulation / attraction pathway. In conclusion the hidroalchoolic extract of Cissus sicyoides
presented antitumor activity which was prompt by T lymphocytes recruitment to the injuried

tissue and suggest a new pathway to antitumor activity by activation of lymphoid lineage.
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Table 1

Antitumor activity Cissus sicyoides (Sarcoma 180)

Groups Animal Weight (g) D Tumor Weight (g) £SD  Inhibition (%)
Control 33.1+£0.44 1.97 £0.21 0
(NaCl 0,9%).
Treated
(300mg/kg) 33.8+£0.32 1.01 £0.08 48,7%%
Treated 35,9+0.21 0,75 +0.05 62 **
(600mg/kg)
used doses 300mg/kg and 600mg/kg by intraperitoneal injection
** P<0,01
Table 2

Antitumor activity of Cissus sicyoides (Ehrlich Carcinoma).

Groups Animal Weight (g) +SD Tumors Weight (g) +SD Inhibition (%)
Control
(NaCl 0,9%) 36.5+0.96 2.09 +0.24 0
Treated
(300mg/kg) 32.6 +0.71* 0,65 + 0.07** 69,0%*
Treated
(600mg/k) 35,6 +0,79 0,32 + 0.05%* 84,4%*
Dose used = 300mg/kg intraperitoneal injection.
*P<0,05
**P<0,01
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Graphic 1 - Leukocytes migration to peripheral blood. Given 300mg/kg doses
of extract of Cissus sicyoides by L.P. injection. Referential values (4-12)

Leukocytes - peripherical blood

total Leukocytes (nx 103/cmm.
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Graphic 2 - Leukocytes migration to Peritoneal Cavity. Given 300mg/kg doses
of extract of Cissus sicyoides by L.P. injection. Referential values (4-12)
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Graphic 3 - Limphocytes migration to pheriferical blood. Given 300mg/kg doses of
extract of Cissus sicyoides by 1.P. injection. Referential values (3-9).

Limphocytes - Peripherical blood
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Graphic 4 - Limphocytes migration to peritoneal cavity. Given 300mg/kg doses of
extract of Cissus sicyoides by 1.P. injection. Referential values (3-9).
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ANEXOS

(Resultados, Discussao e Conclusoes — Versao

Portugués)
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1. RESULTADOS:

1.1 Atividade citotoxica

O extrato hidroalcodlico das folhas de C. sicyoides nao demonstrou atividade citotdxica
nas concentracdes testadas, tendo apresentado Clsp> 50 pg/mL. Segundo o protocolo de
Geran 1972 extratos brutos de plantas sé devem ser considerados ativos quando a CIS0 < 30

pg/mL.

1.2 Atividade Antitumoral:

O extrato hidroalcodlico das folhas de C. sicyoides apresentou inibi¢cao no crescimento
tumoral no Sarcoma -180 de 48,7 e 62% para as doses de 300 e 600mg/kg respectivamente
quando comparado aos tumores do grupo controle (tabela 1). Em relagdo ao Carcinoma de
Ehrlich a inibicdo tumoral foi de 69,0 e 84,4% respectivamente (tabela 2). Considerando a
variacdo de peso dos animais, foram observadas diferencgas significativas no peso dos animais
pertencentes ao grupo tratado do Carcinoma de Ehrlich na dose de 300mg/kg. Foram
considerados significativos os resultados cujos tumores apresentaram inibicao do crescimento
acima de 40% segundo o protocolo de Geran (1972). Neste estudo ndo foi observada melhora
da atividade antitumoral pelo uso do Imunoglucan®, quando realizado o tratamento do extrato
em associacdo com o imunoestimulador (tabelas 3 e 4). O Imunoglucan® pareceu ainda
interferir na atividade direta do extrato uma vez que, quando feito o tratamento apenas com o
extrato hidroalcodlico foi verificada a existéncia da atividade antitumoral. Em relagdo aos
pesos dos animais dos grupos controle e tratado frente ao Sarcoma 180 ndo foram observadas
diferencas significantes. Os animais pré-estimulados apresentaram sinais de toxicidade nos
grupos que foram pré-tratados com o Imunoglucan®, esses sinais compreenderam agitagdo,
piloerecdo ao longo do tratamento e estiramento das patas traseiras apds a administragdo da

dose.

1.3 Avaliacio do recrutamento de células
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O extrato Hidroalcodlico das folhas de C. sicyoides nao alterou o nimero de leucdcitos
totais no sangue periférico estando dentro dos valores de referéncia 8 (4-12) em nenhum dos
tempos estudados, em comparagdo aos animais injetados apenas com o veiculo (grafico 1).
Em relacdo aos leucdcitos totais na cavidade peritoneal (grafico 2), o extrato apresentou um
intenso efeito quimiotdtico nas 24 horas, visto que existiu uma maior quantidade destas
células no grupo que recebeu o extrato em relagdo ao que recebeu o veiculo (figuras 1 e 2 ).
Analisando o tempo de 6 horas apds a injecdo, foi notado que a quantidade de leucdcitos entre
os grupos tratados com extrato € o grupo controle ndo sofreram alteracdes. Ao analisar o
nimero de linfécitos (importantes na defesa contra tumores), foi observado que nas 24 horas o
extrato levou a uma linfocitopenia no sangue periférico (grafico 3). Do contrério, a andlise do
lavado peritoneal (grafico 4) mostrou que houve uma significativa quantidade de linfécitos
devido a presenca do extrato nas 24 horas, quando comparado ao veiculo (figuras 3 e 4).
Estes resultados sugerem que a linfocitopenia observada no sangue periférico refletiu a

migragao destas células para a cavidade peritoneal.

Tabela 1

Atividade antitumoral Cissus sicyoides (Sarcoma 180)

Grupos Peso animais (g) + SD Peso tumores (g) + SD Inibicao (%)
Controle 33.1+0.44 1.97 £0.21 -
(NaCl 0,9%).
Tratado
(300mg/kg) 33.8+0.32 1.01 £ 0.08** 48,7
Tratado 35,9+0.21 0,75 + 0.05%* 62,0
(600mg/kg)

dose utilizada 300mg/kg por via intraperitoneal.

** P<0,01

Tabela 2

Atividade antitumoral de Cissus sicyoides (Carcinoma de Ehrlich).

38



Avaliagdo das atividades Citotéxica e Antitumoral de Cissus sicyoides ... Lucena, F.R.S.

Grupos Peso animais (g) + SD Peso tumores (g) + SD Inibicao (%)
Controle

(NaCl 0,9%) 36.5+0.96 2.09 +0.24 -
Tratado
(300mg/kg) 32.6 +0.71* 0,65 + 0.07** 69,0
Tratado 35,6 + 0,79 0,32 + 0.05%* 84.4
(600mg/kg)

dose utilizada 300mg/kg por via intraperitoneal.
*P<0,05
**P<0,01

Tabela 3

Atividade antitumoral de Cissus sicyoides com Imunoglucan (Sarcoma 180).

Grupos Peso animais(g) + SD Peso tumores(g) + SD Inibicao (%)
Controle ? 354 +34 1.69 +0.15 42
Imun. + Trat” 31.1+3.1 0.98 + 0.13%:* <40
Imun. + Sal. 323+1.48 1.45 +0.09° <40

Dose utilizada 300mg/kg por via intraperitoneal.

a Salina
b Pré-estimulados e tratados com extrato de Cissu sicyoides.

¢ Pré-estimulados e tratados com salina
*P<0,05
**¥P<(,01
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Tabela 4

Atividade antitumoral de Cissus sicyoides com Imunoglucan (Carcinoma de Ehrlich).

Grupos Peso animais(g) + SD Peso tumores (g) + SD Inibicao (%)
Controle® 348+ 1.0 1.28 +0.19 <40
Imun. + Trat.” 347+ 1.13 1.03 +0.03 <40
Imun. + Sal. 33.0+0.88 0.96 + 0.03 <40

Dose utilizada 300mg/kg por via intraperitoneal.

a Salina

b Pré estimulados e tratados com extrato de Cissu sicyoides.
¢ Pré estimulados e tratados com salina

Grafico 1 Migracdo de Leucdcitos totais para o Sangue periférico. Dose: 300mg/kg
extrato de Cissus sicyoides 1.P. Valor Referencial (4-12)
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Grafico 2 Migracdo de Leucdcitos totais para a Cavidade Peritoneal. Dose:
300mg/kg extrato de Cissus sicyoides 1.P. Valor Referencial (4-12).

MNumere de leucdcitos
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0 : | I
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(A) Veiculo "~ (B) Tratado

Figura 2- Mostra quantidade de leucécitos na cavidade peritoneal de camundongos
pertencentes ao grupo Veiculo x Tratado (300mg/kg C. sicyoides) 1000xM.O.
Tempo 24 horas
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Migracdo de Linfdcitos para o sangue Periférico. Dose: 300mg/kg extrato

Grafico 3 . 'cius sicyoides por LP. Valor Referencial (3-9).
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Grafico 4 Migracdo de Linfécitos para a Cavidade Peritoneal. Dose: 300mg/kg
extrato de Cissus sicyoides por L.P. Valor Referencial (3-9).
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o

L
(A) Veiculo (B) Tratado

Figura 2 - Mostra quantidade de linfécitos na cavidade peritoneal de camundongos pertencentes ao grupo
Veiculo x Tratado (300mg/kg C. sicyoides ) 400x M.O. Tempo 24 horas
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2. Discussao

Diante das vérias propriedades medicinais atribuidas as plantas e a gama de variedades
encontradas em paises tropicais, dentre eles o Brasil, inlimeras sdo as pesquisas que objetivam
a identificacdo de principios ativos eficazes contra o cancer. Em 1960, o National Cancer
Institute, iniciou um screening biolégico para extratos de uma grande variedade de recursos
naturais (COSTA, 2002). Desde entdo vdrias sdo as pesquisas que visam encontrar
substancias ativas contra o cancer.

Virias sdo as indicagdes de usos medicinais de Cissus sicyoides pela populacdo sendo,
muitas destas indicagdes confirmadas através de metodologias reconhecidas pela literatura
cientifica internacional, uma vez que, a mesma também é usada como anticarcinogénica no
tratamento de cncer de vesicula biliar (QUILEZ., et al., 1996), foi verificado no estudo
proposto que o extrato hidroalcoodlico das folhas de C. sicyoides ndo demonstrou atividade
citotéxica nas concentracdes e linhagens testadas.

Entretanto, quando realizada a atividade antitumoral in vivo foi verificado que o extrato
hidroalcodlico das folhas de C. sicyoides apresentou inibi¢do da atividade tumoral para o
Sarcoma 180 de 48,7 e 62% para as doses de 300 e 600mg/kg de peso respectivamente. Em
relacdo ao Carcinoma de Ehrlich as inibi¢cdes foram de 69 e 84,4% para as doses
anteriormente citadas, demonstrando que tal atividade pode estar relacionada com a
metabolizacdo dos compostos ativos em metabdlitos secunddrios, metabolizagdo esta
impossivel de ser observada in vitro uma vez que, na cultura in vitro ndo existem reagdes
metabdlicas como em um organismo vivo que expdoem a substancia testada a uma gama de
reacdoes com hormonios e enzimas que sdo capazes de influenciar diretamente na funcio das
substancias testadas no organismo.

Esta atividade antitumoral pode estar relacionada também a presenca de substancias que
possuem atividade antitumoral, dentre elas: o sitosterol, que € apontado por induzir a apoptose
em conjunto com o TNF-a (PARK et al ., 2007), e o hidroxistilbene resveratrol que tem
efeitos pleiotrépicos, alterando diversas vias de sinalizagdo como o fator nuclear-nkB, gene
pS53 e proteinas quinases, levando a supressdo da proliferacdo celular do tumor, da aderéncia,
poder invasivo e de gerar metdstases, reduzindo sinais de inflamacdo e angiogénese, e

promovendo a indu¢@o de apoptose e diferenciacdo (BHARAT et al., 2004).

O Imunoglucan® ¢ uma glucana insolivel em 4gua, com peso molecular em torno de

6.500 Da (HASSID et al., 1941) € constituido por moléculas de glicopiranose (glicose) unidas
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por ligacdes B — glicosidicas entre os carbonos 1 e 3. Esta molécula ndo apresenta
ramificacdes laterais sendo, portanto uma longa cadeia de unidades de glicose (HEBRON,
2005). Extraida da parede celular do fungo Saccharomyces cereviseae, segundo a literatura os
polissacarideos extraidos de fungos t€m sido investigados por apresentarem uma variedade de
respostas bioldgicas de defesa tais como: atividade antitumoral, antiinflamatéria e imuno-
moduladora (WASSER, 2002). Essas atividades, porém, estdo extremamente ligadas as
caracteristicas quimicas, fisicas e estruturais de cada polimero, como massa molecular
(nimero de unidades por molécula), configuracdo anomérica (o ou ), conformagdo (linear,
ramificada, helicoidal, agregacdo entre cadeias), presenca de grupamentos carboxilas dentre
outros, e ainda tipo e grau de substituicdo dos mondmeros, posi¢cdes das ligacdes glicosidicas
etc. sendo desta forma a caracterizacdo quimica dos polimeros necessdria para o
direcionamento das suas aplica¢des biologicas (MACEDO et al., 2002).

No presente estudo ndo foi observado uma melhor resposta em relacdo a atividade

antitumoral pelo uso do Imunoglucan®, quando realizado o tratamento do extrato em
associa¢do com o imunoestimulador.
Virios fatores devem ser levados em consideracdo como os citados anteriormente em relacao
a estrutura quimica dos polimeros, exemplo disto é que Zhang et al (2000) relataram que a
lentinana, uma glucana B-(1-3) com ramificagdo em C-6, somente apresentou atividade
antitumoral apds ter sido hidrolisada parcialmente para a obtencdo de um polimero menor
(1,6x10* Daltons) enquanto que a esquizofilana e grifolana apresentaram atividade
antitumoral apenas com massas moleculares superiores a 1 x 10* Daltons.)

(BORCHES et al., 1999). Portanto verifica-se que a massa molecular, conformacdo e a
modificacdo quimica dos polissacarideos afetam as acOes antitumoral e imunomodulatdria.
(SCHMID et al., 2001).

Estudos posteriores sao necessdarios para uma melhor elucidagdo da atividade
imunoestimuladora do Imunoglucan®, outros estudos se fazem necessarios no tocante a
utilizacdo de novos esquemas posolégicos uma vez que, os sinais de toxicidade apresentados
pelos animais, bem como o bloqueio da atividade antitumoral do extrato hidroalcodlico de C.
sicyoides podem ser indicativos de uma hiperestimulacdo do sistema imune (GOODMAN,
1992), ainda devem ser levadas em consideracdo propostas de modificacdes da estrutura
secundéria do polissacarideo objetivando a interpretacdo bem sucedida da atividade biolégica
ja que as atividades podem estar diretamente relacionadas com e estrutura quimica das

moléculas (SCHMID et al., 2001).
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Estudos que pudessem oferecer maiores informacdes a cerca da atividade antitumoral
apresentada pelo extrato hidroalcodlico de C. sicyoides foram realizados e foi verificado que o
extrato hidroalcodlico de C. sicyoides teve um forte efeito quimiotatico no tempo de 24 horas,
uma vez que se verificou uma maior quantidade de leucdécitos totais no grupo que recebeu o
extrato em relagc@o aos que receberam salina. Considerando o nimero de linfécitos, observou-
se que no tempo 24 horas o extrato levou a uma linfocitopenia no sangue periférico, porém, a
andlise da cavidade peritoneal mostrou que houve uma migracdo significativa de linfécitos
para a cavidade peritoneal.

Estes resultados sugerem que a linfocitopenia observada refletiu a migracdo destas
células para a cavidade peritoneal. E sabido que o processo inflamatério pode ter como
conseqiiéncia a angiogénese do tecido cicatrizado/reparado, facilitando as metdstases, por
outro lado, a estimulacdo do influxo leucocitdrio torna-se importante na defesa contra o
tumor, pela atracdo de células linféides citotéxicas (BAUMANN; GAULDIE, 1994).

Neste estudo, foi observado que o extrato Hidroalcodlico das folhas de C. sicyoides foi
capaz de atrair linf6citos para o local da sua aplica¢do. Sabendo que entre a linhagem linféide
se encontram as células especializadas na morte de tumores linfécitos citotéxicos (CD8+) e
células que liberam citosinas linfocitos T helper (CD4+) (FERREIRA et al., 2001), estes
resultados demonstraram o potencial antitumoral do extrato hidroalcodlico das folhas de
Cissus sicyoides através estimulacdo/ atragdo de células linféides para o local estimulado
sugerindo que a atividade antitumoral apresentada pelo extrato pode estd intimamente

relacionada com a ativagdo da linhagem linféide .
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3. Conclusoes

1. O extrato hidroacodlico de Cissus sicyoides ndo apresentou atividade citotoxica frente

as linhagens tumorais HEp-2 , KB e NCI- H292.

2. O extrato de Cissus sicyoides apresentou atividade antitumoral in vivo para o Sarcoma
180 de 48,7 € 62 % e Carcinoma de Ehrlich de 69 e 84,4% nas doses de 300 e

600mg/kg de peso respectivamente.

3. Os animais pré — estimulados com Imunoglucan® apresentaram sinais de toxicidade
como agitacdo, piloere¢do ao longo do tratamento e estiramento das patas traseiras

apo6s a administracdo da dose.

4. A atividade antitumoral do extrato hidroalcodlico de Cissus sicyoides nao foi

potencializada pelo uso do Imunoglucan®

5. O extrato hidroalcodlico de Cissus sicyoides apresentou efeito quimiotatico, pois foi

observada a atracdo de linfécitos para o local da sua aplicagao.

6. Estes resultados demonstraram o potencial antitumoral do extrato hidroalcodlico das
folhas de Cissus sicyoides através estimulacdo/ atracdo de células linféides, para o
local estimulado sugerindo que a atividade antitumoral apresentada pelo extrato pode

estd intimamente relacionada com a ativacao da linhagem linféide .
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