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RESUMO

Cnidoscolus urens pertence a familia das Euphorbiaceae que € considerada uma das seis
maiores familias de Gimnospermas do bioma Caatinga. Esta espécie conhecida popularmente
como urtiga branca, em levantamentos etnobotanicos realizados com populares da regido do
Nordeste, aparece com boa frequéncia e com o relato de diversas atividades biologicas como
anti-inflamatoria, antitumoral, antimicrobiana e analgésica. Portanto esta dissertacdo teve
como objetivo, determinar o perfil fitoquimico dos extratos aquoso, N- butandlico e acetato de
etila de C. urens, a atividade in vitro dos extratos aquoso e etandlico de C. urens e atividade
antitumoral in vivo dos mesmos extratos de C. urens frente a linhagem celular HELA. Assim,
para avaliar a eficacia das atividades descritas pela populacdo, iniciou- se a investigacdo dos
constituintes metabdlitos secundarios produzidos por C. urens através do método de
cromatografia de camada delgada (CCD). A citotoxicidade foi determinada pelo método de
MTT e para a determinacdo da atividade antitumoral in vivo, foram induzidos carcinoma de
Ehrlich experimentais em camundongos Swiss, a determinacdo do perfil hematoldgico foi
obtida através de contagem automética das células vermelhas e o perfil bioquimico foi
determinado por métodos enzimaticos. Os extratos aquoso, N- butandlico e acetato de etila
revelaram a presenca de metabolitos majoritarios tais como: Flavondides, acucares redutores e
terpendidess, além de outros compostos como cumarinas e taninos que apresentaram- se em
menor concentracdo. Os extratos aquoso e etandlico foram efetivos na inibicdo do
crescimento do tumor solido de carcinoma de Ehrlich (84.4% e 79.2%, respectivamente)
inclusive melhorando os parametros bioquimicos, sendo mantidos os niveis de ureia,
creatinina, colesterol total, HDL-colesterol, glicose e trigliceridios e hematologicos para
células sanguineas vermelhas, células brancas e hemoglobina, indicando uma melhora na
resposta imunoldgica dos animais tratados com os extratos. Os extratos aquoso e etanélico de
C. urens ndo mostraram toxicidade in vitro frente a células HELA, nas concentracdes testadas
12,5; 25; 50 e 100 pg/ mL, no entanto, apresentaram potencial antioxidante >50% para as
concentragdes de 50; 100; 200 e 500 pg/ mL. Diante desses resultados podemos concluir que

0s extratos aquosos e etanolico C. urens foram eficazes em inibir o crescimento do tumoral.

Palavras Chave: Cnidoscolus urens, Atividade antitumoral, Toxicidade.



ABSTRACT

Cnidoscolus urens belongs to the family Euphorbiaceae which is considered one of the six
largest families of gymnosperms of biome Caatinga from Brazil. This species are commonly
known as urtiga branca and appears with good frequency and reporting of various biological
activities such as anti-inflammatory, antitumor, antibacterial and analgesic in ethnobotanical
surveys conducted in Northeast region. Therefore, this thesis aimed to determine the
phytochemical profile of aqueous, butanolic and ethyl acetate of C. urens and in vivo
antitumoral activity of aqueous and ethanolic extracts of C. urens and in vitro cytotoxic
activity of same extracts C. urens in Hela cell line. Thus, to assess the efficacy of proposed
activities for this work, it was started the research of metabolites produced by C. urens by thin
layer chromatography (TLC) method, cytotoxicity was determined by the MTT method and
solid tumors were induced in mice to determine the in vivo antitumoral activity, blood
sampling at the orbital plexus was conducted in order to perform hematological and
biochemical profile by automated cell count and enzymatic methods, respectively. The
aqueous extracts, butanolic and ethyl acetate, revealed the presence of major metabolites such
as flavonoids, terpenes and reducing sugars, and other compounds such as coumarins and
tannins that are present in lower concentrations. The aqueous and ethanolic extracts were
effective in inhibiting tumor growth (84.4% and 79.2%, respectively) and also improving
biochemical (maintenance of urea, creatinine, total cholesterol, HDL-cholesterol, triglycerides
and glucose levels) and hematologic parameters (red blood cells, white blood cells and
hemoglobin), which indicate an improvement of the immune response of animals treated with
the extracts. The aqueous and ethanolic extracts of C. urens showed no toxicity in vitro
against the Hela cells, otherwise, they showed potential antioxidant activity higher than 50%
at concentrations of 50, 100, 200 and 500 mg/mL. From these results we conclude that the
aqueous and ethanol extracts of Cnidoscolus urens were effective in inhibiting the growth of
Ehrlich tumor models of solids.

Keywords: Cnidoscolus urens, antitumor activity, toxicity.
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1. INTRODUCAO

As plantas sdo usadas como fonte de um arsenal terapéutico para diversas patologias
desde os tempos pré-historicos. Elas produzem substancias quimicas essenciais para o seu
desenvolvimento e sua protecdo. Muitos destes compostos, tais como, flavanoides, alcaldides,
entre outros, tem se pronunciado como agentes medicinais no tratamento dessas doencas, e
também como protdtipos para sintese de drogas com um perfil farmacoldgico, assim
agregando valor importantissimo ao mercado fitoterapico (CALIXTO, 2003).

Estudos recentes sobre cancer revelam a enorme dificuldade de tratamento que esta
doenca representa para a medicina. Esta patologia manteve sua causa desconhecida por muito
tempo ndo se conhecia uma forma de tratamento adequada que ndo fosse cirurgia com total
remocao do Orgao que estivesse afetado. SO a partir do século XX comecaram a descobrir e
desenvolver novas formas de tratamento e isso sé foi possivel pela associacdo da medicina
tradicional a outras &reas como a fisica, quimica e biologia (ROCHA, 2010).

O céncer caracteriza um conjunto de mais de 100 doengas que tem em comum a
desordem metabolica das células, as quais perdem o controle e tornam-se independentes. Este
estado é responsavel pela segunda maior causa de morte no mundo, tornando- se um
importante problema publico, pois suas consequéncias acarretam em grandes gastos para 0s
sistemas publicos de salde, além dos impactos para a familia. (GLOBOCAN, 2011; INCA,
2009; WHOSIS, 2010;).

O ndmero de novos casos de cancer vem crescendo cada vez mais e esse aumento é
muito expressivo nos paises que economicamente estdo em desenvolvimento. Esse aumento
se da pelas mudancas culturais, alimentares e ambientais que as populacdes desses paises
estdo sendo submetidas (THUN et al., 2010). As mudancas de habito trazem para o pais
algumas transformac6es como, 0 aumento no numero de caso de doencgas cronicas. Farmacos
que sejam eficientes e apresentem menos efeitos adversos no tratamento de doencas cronicas
de importancia publica, estdo sendo alvo de novas pesquisas (BARBOSA, 2009). E uma das
principais fontes para a busca desses farmacos sao as plantas.

O homem busca na natureza recursos para sua sobrevivéncia, como alimentos e
agentes terapéuticos, por exemplo. Esse contato direto com a natureza permitiu aos homens
reconhecer e diferenciar vegetais (plantas) que poderiam ser utilizados, sem que lhes
trouxessem nenhum maleficio. E assim com a utilizagdo de recursos naturais, surgiram muitas
comunidades que tiveram suas caracteristicas culturais e religiosas reveladas (MINISTERIO
DA SAUDE, 2006b; FUTURO; FIORINE; CASTILHO, 2004).
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Devido a auséncia de especificidade a toxicidade desempenhado pelas propostas das
terapias atuais (a quimioterapia) para o tratamento dos diversos tipos de canceres,
pesquisadores buscam, nos mais distintos biomas alternativos que proporcionem melhores
efeitos no tratamento do cancer (TANAKA et al., 2009; LEAL; CUBERO; GIGLIO, 2010;
CUNHA; LEHMANN, 2003). Um bioma rico em biodiversidade pode ser um grande aliado
nesta busca, a Caatinga como o principal bioma do Brasil apresenta uma vasta vegetacdo com
mais de 900 espécies distintas (ZANIRATO, 2010). Este bioma pode representar capacidade
terapéutica, por abranger uma vegetacdo variada e distinta, as quais sdo submetidas a
condicBes de variacdo climéatica e ambiental, e por isso a Caatinga participa na contribuicdo
para ampliar o arsenal de moléculas bioativas (CARTAXO; SOUZA; ALBUQUERQUE,
2010; PINHEIRO; COSTA; ARAUJO, 2013).

As atividades desempenhadas por estas plantas, em especial as plantas superiores estdo
relacionadas com a producdo de metabdlitos secundarios, esses metabolitos podem exercer
importantes atividades bioldgicas (CALIXTO, 2003). Na Caatinga a familia das Euphorbiacea
€ uma das maiores entre as Angiospermas (RADCLIFFE SMITH, 2001).

Dentro da familia Euphorbiaceae, estad o género Cnidoscolus que é bem distribuido no
estado de Pernambuco e entre as espécies que representam este género, podemos citar o C.
urens que € uma das mais importantes por estar presente em estudos etnobotanicos e sempre
ser lembrada por populares quanto a sua utilizacdo na terapéutica popular para o tratamento
de varias enfermidades (AGRA; FREITAS; BARBOSA FILHO, 2007; ALBUQUERQUE,
2006; ALBUQUERQUE et al., 2007). A grande capacidade terapéutica desta espécie pode
estar atrelada a grande diversificacdo de seus metabdlitos secundarios.
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2.REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cancer/ Neoplasia: Defini¢do, etimologia e fatores histéricos relacionados a

sua origem

Por haver muitas referéncias a neoplasia, na literatura médica da Grécia Antiga, a
palavra “neoplasia”, significa novo crescimento, Hipdcrates criou os termos Karkinos e
Karkindma, derivados de Karkinos que denotam Ulceras ndo cicatrizadas e tumores malignos
solidos, respectivamente. (PASCOAL et al., 2010; CERDEIRA FILHO, 2008; BRAZ, 2001)

Outros relatos existentes, também da Grécia Antiga entre 138 e 201 d.C.
aproximadamente, que Galeno, médico de origem grega, tenha feito analogia entre o tumor e
o caranguejo. (PASCOAL et al., 2010; BRAZ, 2001). Atualmente, a palavra neoplasia é a
defini¢do cientifica empregada para referendar o “cancer”. (ALMEIDA et al., 2005;
CERDEIRA FILHO, 2008).

A expressdo cancer surgiu um pouco mais tarde, advinda do latim da palavra cancrum
que quer dizer “caranguejo”, essa designacdo foi atribuida ao cancer por apresentar-se com
veias intumescidas e profundas, sendo comparadas as patas de um crustaceo quando firmasse
na areia prendendo-se e dificultando sua remocdo. (MINISTERIO DA SAUDE, 1971;
ALMEIDA et al., 2005).

O mais antigo relato existente na literatura sobre a ocorréncia de cancer, data o ano de
1500 a.C., quando foram encontradas em antigos papiros do Egito, que relata o aparecimento
de ulcera cutanea resistente a tratamento. Indicios da presenca de cancer também foram
encontrados em radiografias de 0ssos de mimias (CARVALHO, 2006; KROEFE, 1946).

Com a falta de conhecimento, sobre 0 comportamento desta doencga, somente no final
do século XVIII, o cancer iria comecar a ser entendido, a cerca de como ele poderia progredir
e destruir 6rgdos. Sua acao invasiva, agressiva e progressiva atribuiu ao cancer um protétipo
estigmatizado segundo o qual, de fato, pessoa que estivesse acometida com tal doenca, na
certa teria uma morte precoce e seriam rejeitadas pelo seu grupo de convivéncia. Essa rejeicdo
dar-se-ia devido a crenca de carater contagioso do céancer incentivada pela ciéncia, que
perdurou até as duas primeiras décadas do século XX (CARVALHO, 2006).

Acreditava- se também que o cancer teria como uma de suas causas, a feiticaria, e uma
bruxaria especial levasse ao seu aparecimento (VOROBIOF; SITAS; VOROBIOF, 2001). Na
tentativa de desmistificar a doenca foi necessario pregar- se um novo discurso, realocando a

doenca “cancer” como uma enfermidade cronica e degenerativa (CARVALHO, 2006).
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Entretanto, podemos definir a palavra neoplasia como sendo, o crescimento
descontrolado de uma nova massa celular/ tecido onde sua origem pode ser benigna ou
maligna, ja o cancer esta relacionado ao crescimento desordenado de uma massa celular/
tecido de ascendéncia maligna (BOGLIOLO, 1998; MOURA et al., 2001)

O termo céncer/neoplasia tornou-se generalizado e agora é utilizado para identificar
mais de uma centena de doencas. E definido e caracterizado por um histérico clinico-
patoldgico de uma enfermidade multifatorial crénica, com perda de peso (cerca de 30% dos
pacientes com cancer, apresentam perda de peso superior a 10%) e desnutricdo, além do
crescimento desordenado, proliferativo e difuso de células transformadas, as quais podem
invadir tecidos e 6rgdos levando a formagdo de um novo tecido atipico: o tumor. Células de
um tumor primario podem disseminar-se para diversas partes do corpo e diferentes 6rgaos
levando ao surgimento de tumores secundarios, assinalando-se como metastase.
(MINISTERIO DA SAUDE, 1971; ALMEIDA et al., 2005; GAROFOLO et al., 2004;
GAROFOLO; PETRILLI, 2006; KOWATA et al., 2009).

2.2 Epidemiologia do cancer no mundo

A Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer revelou a estimativa sobre os casos de
cancer mundial que ocorreram em 2008, onde constava que neste mesmo ano existiram
aproximadamente 12,7 milhdes de casos novos de canceres, 7,6 mortes pela mesma causa e
uma incidéncia de 181,6 casos em cada 100 mil pessoas. Os tipos de canceres mais frequente
seriam o cancer de pulméo, mama, célon e reto, estbmago e préstata (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2011; FERLAY et al., 2010).

Em 2008, esta doenca foi responsavel por mais de 12% de todas as causas de 6bito no
mundo e devido a sua representatividade, é considerada um problema de salde publica
mundial. Desde 2003, o cancer passou a ser uma das mais importantes causas de morte no
mundo e em 2012, o Ministério da Salde constatou uma mudanca nestes nimeros, onde 0
cancer passou a assumir a segunda maior causa de 6bito no mundo, ficando atras apenas das
doencas cardiovaculares (MINISTERIO DA SAUDE, 2012; MINISTERIO DA SAUDE,
2008; PARKIN et al., 2005; LEVI et al., 2004; INCA, 2009).

Em escala mundial, o cancer é responsavel por 10,4% das principais causas de
doencas, em regides em desenvolvimento. Este nimero é de 26,6% em regides desenvolvidas.

O cancer como a principal causa de doencas € responsavel por 12,6% dos casos no mundo,
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sendo a primeira colocada no “ranking” das causas de doencas (Tabela 1). Na Europa, o
cancer é responsavel por 20 % de todas as mortes, apresentando um quadro de 3 milhdes de
casos novos (WHOSIS, 2010; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2011).

Tabela 1: Principais causas de morte no mundo e nos paises em desenvolvimento, 2004 (Milhares)

Mundial Em Desenvolvido
Desenvolvimento

Rankin

g Mortes % RankingMortes % Ranking Mortes %
Doengas 1 8923 151 1 7342 145 2 1563 193
Cardiacas
Neoplasias 2 7424 126 2 5255 104 1 2154 266
Malignas
Doencgas
Cerebro- 3 5712 9,7 3 4949 9.8 3 757 9,4
vasculares
InfecgGes 4 4177 71 4 3910 77 4 35 3.8
Respiratorias
Condicoes 5 3180 54 5 3141 62 285 0.4
Perinatais
Doencas
Pulmonares 6 3,025 5,1 6 2,737 54 5 285 3,5
Obstrutivas
Doencas 7 2163 37 7 2148 42 6 14 0,2
Diarreicas
HIV/ AIDS 8 2,040 35 8 2,018 4,0 20 0,2
Tuberculose 9 1,464 25 9 1,448 29 15 0,2
Acidentes 10 1275 22 10 1158 23 114 14
de Transito
Diabetes 11 1141 19 014 18 7 21 27
Mellitus
Malaria 12 889 15 888 1,8 0 0,0
Suicidio 13 884 1,4 707 1,4 9 118 15
Clrroses 14 172 13 655 13 10 116 14
Hepaticas
Nefrite 15 739 13 611 12 8 126 16
e Nefrose

O numero zero, indica uma estimativa ndo-zero de menos 500.

* inclui “causas decorrentes no periodo perinatal” como definidos na classificagdo internacional de doengas,
peso baixo ao nascer, principalmente, prematuridade, asfixia durante o parto e trauma durante o nascimento e
ndo inclui todas as causas de mortes que ocorrem no periodo perinatal.

Fonte: AMERICAN CANCER SOCIETY, 2011.
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No Caribe e nas Américas do Sul e Central, no ano de 2008, estimou-se uma
ocorréncia de 1 milhdo de novos casos e 589 mil obitos causados por cancer. Neste estudo
estatistico ainda encontra-se o tipo de cancer que mais ird acometer as pessoas do sexo
masculino, o cancer de préstata e o sexo feminino o cancer de mama (FERLAY et al., 2010;
AMERICAN CANCER SOCIETY, 2011).

No ano de 2012, foram esperados 1.638.910 novos casos de cancer para serem
diagnosticados, esses numeros ndo incluiram os casos de carcinoma in situ, o cancer de
bexiga e os canceres de células basais e escamosas. Mais de 1.500 6bitos em decorréncia do
cancer por dia foram estimados, totalizando um namero superior 577 milhGes s6 no ano de
2012 (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2011).

2.3 Epidemiologia do cancer no Brasil

A situacdo do cancer em nosso pais vem ganhando énfase pelo seu comportamento
epidemioldgico. Por ser uma doenca de impacto socioeconémico mundial, muitas politicas
direcionadas ao controle do cancer vem sendo desenvolvidas. Além da funcdo de muitas
instituicGes como o Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes (INCA), a Organizacgédo
Mundial de Satde (OMS), a Fundacdo do Cancer (que foi criada em 1991 objetivando apoiar
0 INCA), a fim de controlar, combater, monitorar e realizar agdes para diminuir a incidéncia
de novos casos de cancer (INCA/MS, 2011).

A OMS, prever que em 2030, o quadro estatistico de cancer estard maior, onde
estima- se que ocorrerd 27 milhdes de casos incidentes, 17 milhdes de mortes e 75 milhdes de
pessoas com cancer por ano (INCA/MS, 2011).

Segundo estatisticas encontradas em um levantamento realizado no Brasil, pelo INCA,
até 2012 sdo esperados 518.510 novos casos de cancer, sendo 257.870 ocorrerdo no Sexo
masculino e 260.640 para o sexo feminino (Tabela 2). Os tipos de cancer mais incidentes sao
os tipos de pele ndo melanoma (com 134 mil novos casos), tumores de prostata (60 mil),
mama feminina (53 mil), cdlon e reto (30 mil), pulmé&o (27 mil), estbmago (20 mil) e colo do
utero (18 mil) (INCA/MS, 2011).
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Tabela 2: Estimativas para o ano de 2012 das taxas brutas de incidéncia por 100 mil habitantes e de nimero de
casos novos por cancer, segundo sexo e localizacdo primaria (NUmeros arredondados para 10 ou multiplos de

1Loc;;:alizagéo Estimativas de Novos Casos

Primaria Homens Mulheres
Neoplasia Estados Capitais Estados Capitais
Maligna Casos Taxa  Casos Taxa  Casos Taxa Casos Taxa

Bruta Bruta Bruta Bruta
Prostata 60.180 62,54 15.660 75,26 - - - -

Mama

- - - - - 52.680 52,50 18.160 78,02
feminina
Colo Uterino - - - - 17540 17,49 5.050 21,72
Traqueia,

Bronquio 17.210 1790 4.520 21,85 10.110 10,08 3.060 13,31
e Pulmao

Colone Reto  14.180 14,75 4.860 23,24 15960 1594 5850 25,27
Estdomago 12.670 13,20 3.200 15,34  7.420 742 2170 9,47

Cavidade
9.990 10,41 2.760 13,34 4.180 418 1130 4,92

Oral
Laringe 6.110 6,31 1.540 7,56 - - - -
Bexiga 6.210 6,49  1.900 9,28 2.690 2,71 880 3,72
Eséfago 7.770 8,10 1.500 7,26 2.650 2,67 520 2,27
Oviério - - - - 6.190 6,17 2220 9,53

Linfoma
: 5.190 540 1.560 7,66 4.450 444 1560 6,85

ndo Hodgkin

Glandula
o - - - - 10.590 10,59 3.490 14,97

Tireoide

Sistema
Nervoso 4.820 502 1.190 5,82 4.450 446 1200 5,23

Central
Leucemias 4570 476 1.180 5,81 3.940 3,94 1180 5,02

Corpo
5 4520 453 1700 7,39

do Utero

Pele 3.170 3,29 810 4,05 3.060 3,09 790 3,46




20

SOUZA, P.G. V. D. “ Avaliacdo da acdo antitumoral de Cnidoscolus urens...”

Melanoma

Outras
: 43.120 44,80 11.100 53,33 38.720 38,61 10.320 44,50
LocalizacGes

Subtotal 195.190 202,85 51.780 248,60 189.150 188,58 59.280 254,86

Pele ndo
62.680 65,17 14620 70,39 71490 71,30 15.900 68,36

Melanoma

Todas as
) 257.870 267,99 66.400 318,79 260.640 259,86 75.180 323,22

Neoplasias

Fonte: Estimativa/ 2012. Incidéncia de Cancer no Brasil. INCA, 2011.

Quando a estatistica é apresentada somente para um dos sexos, como por exemplo, o
sexo masculino (Figura 1), os tipos de canceres mais frequentes sdo: cancer de pele nédo
melanoma (63 mil), prostata (60 mil), pulméo (17mil), célon e reto (14 mil) e estbmago (13
mil). Para pessoas do sexo feminino (Figura 1), por ordem de maior incidéncia estdo 0s
canceres de pele ndo melanoma (71 mil), mama (53 mil), colo do utero (18 mil), c6lon e reto
(16 mil) e glandula tireoide (10 mil) (INCA/MS, 2011).

Localizagao primaria casos novos  percentual Localizagao primaria casos noves  percentual
Prostata 60.180 30,8% Homens Mulheres  Mama Feminina 52.680 27,9%
Traqueia, Bronquio e Pulmao 17.210 8,8% Colo do Utero 17.540 9,3%
Colon e Reto 14.180 7,3% Colon e Reto 15.960 8,4%
Estomago 12.670 6,5% Glandula Tireoide 10.590 5,6%
Cavidade Oral 9.990 5,1% Traqueia, Brénquio e Pulmdo  10.110 5,3%
Esdfago 7.770 4,0% Estdmago 7.420 3,9%
Bexiga 6.210 3,2% Ovdrio 6.190 3,3%
Laringe 6.110 3.1% Corpo do Utero 4.520 2,4%
Linfoma ndo Hodgkin 5.190 2,7% Linfoma ndo Hodgkin 4.450 2,4%
Sistema Nervoso Central 4.820 2,9% Sistema Nervoso Central 4.450 2,4%

Figura 1: Distribuicdo proporcional dos dez tipos de c&ncer mais incidentes estimados para 2012 por sexo,
exceto pele ndo melanoma. (NUmeros arredondados para 10 ou multiplos de 10).
Fonte: Estimativa/ 2012. Incidéncia de Cancer no Brasil. INCA, 2011.

Quando a incidéncia esta relacionada entre as cinco regides do pais (Tabela 3), nota-
se que o0 Norte e Nordeste terdo menor incidéncia do que a regido Sul e Sudeste e o Centro-
Oeste ficardo numa posicao intermediaria (INCA/MS, 2011). Essa menor incidéncia nas
regides Norte e Nordeste, € uma situagéo bastante conhecida.

Desde 2006, 0 MS associava a este padrdo geografico fatores importantes: O primeiro
em decorréncia de exposicao a fatores de risco e modo de vida, outro ponto seria o gradiente

regional tipico da situacdo de saude do Brasil e por fim, o fator que melhor explicaria esta
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condicdo e que vem influenciar a qualidade dos dados registrado no Sistema de Informagdes
sobre Mortalidade (SIM), como € constatado pelas altas proporcfes de causas mal definidas

de morte nas regides Norte e Nordeste (Ministério da Saude, 2006).

Tabela 3: Estimativas para o ano de 2012 das taxas brutas de incidéncia por 100 mil habitantes e de nimero de
casos novos por cancer, segundo sexo e localizagdo primaria. (NUmeros arredondados para 10 ou multiplos de

10).
Regido Estimativa dos Casos Novos/ Todas as Neoplasias no Brasil
Homens Mulheres
Estados Capitais Estados Capitais
Casos Taxa Casos Taxa Casos Taxa Casos Taxa
Bruta Bruta Bruta Bruta

Norte 10470 130,14 4790 201,34  11.230 142,15 5.080 202,12
Nordeste  42.480 15839 10.720 19237 45870 163,07 13.090 20563
ngg'tr: 23.700 33079 5350 41468 20930 287,92 4910 35354
Sudeste 133.040 330,10 39.480 40162  139.850 328,45 45.190 40975
sul 48.180 34683  6.060 34494 42760 29643  6.910 352,00
Fonte: Estimativa/ 2012. Incidéncia de Cancer no Brasil. INCA, 2011.

O estado de Pernambuco posiciona-se em oitavo lugar (Tabela 4) quando estimado o
numero total de novos casos de cancer, por estado brasileiro, esperando atingir uma marca de
18.530 casos s6 no ano de 2012. Espera- se que o tipo de cancer mais comum em Pernambuco
para individuos de sexo masculino seja o de prostata com 2.310 casos (Tabela 5) e dessa
totalidade 500 casos ocorreram na capital, Recife. Para individuos do sexo feminino o tipo de
cancer mais prevalente no estado serd o de mama, como 2.190 casos (Tabela 5), dos quais
680 ocorreram na capital do estado (INCA/MS, 2011).

Tabela 4: Estimativas no ano de 2012 da classificagcdo dos 10 primeiros estados brasileiros. Maior incidéncia de
novos casos de cancer incluindo o cancer de pele ndo melanoma e o tipo de cncer mais prevalente entre homens e
mulheres exceto o cancer de pele ndo melanoma (NUmeros arredondados para 10 ou maltiplos de 10).

N° Casos N° Casos de Tipo de Cancer mais Frequente

Estados N Homem Mulher
- novos de cancer de pele . .
Brasileiros cAncer 3o melanoma T|Apo de N° de TIApO de N° de
Cancer Casos Cancer Casos

Séo Paulo 141.440 31.680 Prostata 15.690 Mama 15.620
Rio de 66.510 18.690 Préstata 7.580 Mama  8.140
Janeiro

Minas 54.200 3.520 Prostata  6.820 Mama  4.700
Gerais

g(')OSufra”de 40.510 14.680 Prostata 4.270 Mama  4.610
Parana 31.240 7.000 Prostata  3.550 Mama 3.110

Bahia 20.620 4.880 Prostata 2.930 Mama 2.110
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Santa 19.190 7.800 Prostata  1.670 Mama  1.630
Catarina
Pernambuco 18.530 4.320 Prostata 2.310 Mama 2.190
Goias 18.400 7.260 Prostata  2.090 Mama 1.320
Ceara 17.390 4.480 Prostata 2.110 Mama 1.770

Fonte: Estimativa/ 2012. Incidéncia de Cancer no Brasil. INCA, 2011.

Tabela 5: Estimativas no ano de 2012 das taxas brutas de incidéncia por 100 mil habitantes e de nimero de
casos novos por cancer, segundo sexo e localizacdo primaria, no estado de Pernambuco e na capital- Recife.
(** menores que 15 casos, NUmeros arredondados para 10 ou multiplos de 10)

Estimativa dos Casos Novos

Localizacao Homens Mulheres

Priméria Estado Capital Estado Capital
Neoplasia Casos Taxa Casos Taxa Casos Taxa Casos Taxa
Maligna Bruta Bruta Bruta Bruta
Prostata 2310 53,31 500 68,97 - - ) ;
Mama Feminina - - - - 2.190 46,88 680 80,19
Colo do Utero - - - - 970 20,67 190 22,15
Traqueia,

Brénquio 490 11,21 130 1860 350 7,39 100 12,31
2 Pulmao

Colon e Reto 280 6,36 90 1252 430 929 160 18,68
Estdmago 420 959 70 10,37 280 6,09 60 7,21
Cavidade Oral 340 785 90 11,99 180 3,94 30 3,41
Laringe 250 574 60 8,1 - - - -
Bexiga 170 4,02 50 751 80 165 20 2,31
Es6fago 200 456 30 421 100 217 20 2,02
OVvario - - - - 200 623 90 10,13
Linfoma ndo 190 442 60 778 150 320 50 5,91
Hodgkin

Glandula : : . : 380 807 90 10,16
Tireoide

Sistema Nervoso g5 445 49 616 170 354 50 5,39
Central

Leucemias 160 362 30 415 170 369 50 5,44
Corpo do Utero - - - - 270 569 70 8,19
Pele Melanoma 70 1,52 *% 1,72 50 1,18 fadad 1,37
Outras 1470 33,83 340 4713 1620 3459 340 40,03
Localizacbes

Subtotal 6.530 150,59 1.500 206,18 7.680 164,12 2.010 236,88
Pele  nao 1.9900 4599 380 52,92 2330 49,83 460 54,20
Melanoma

Todas  as 8520 196,49 1.880 258,41 10.010 213,91 2.470 291,09
Neoplasias

Fonte: Estimativa/ 2012. Incidéncia de Cancer no Brasil. INCA, 2011.
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2.4 Ciclo celular e cancer

Nos seres humanos o processo de desenvolvimento celular tem inicio com a
fecundacdo do ovulo pelo espermatozdide, originando um zigoto, o qual sofre sucessivas
divisbes para originar todas as células que constituirdo os diferentes 6rgdos com as mais
variadas funcgdes. Este processo é regido por informacdes expressadas nos genes, que por sua
vez estdo contidas nos cromossomos, que guardam e fornecem as instrugdes necessérias para
a organizagdo estrutural e atividade das diferentes células no organismo, sendo estas
informacBes genéticas inscritas numa memoria quimica chamada DNA, o 4cido
desoxirribonucleico. Desta forma, o que torna uma célula diferente e lhe atribui
especificidades distintas é a ativacdo de genes especificos (PERALTA-ZARAGOZA et al.,
1997; SOUZA, 2004; SILVA, 2008).

Para que uma célula se divida em outras duas (mitose) ou em quatro (meiose) células,
num processo conhecido como divisdo celular, necessita-se de um conjunto de acdes que se
passam numa célula viva e que constituem um ciclo denominado ciclo celular
(MALUMBRES; BARBACID, 2001; RABENHORST et al., 1994). Antes de iniciar o ciclo
celular as células estdo em repouso, conhecida como fase G 0. O ciclo celular tem inicio na
fase G1 (interfase), onde ocorre o aumento do tamanho celular e preparacdo para que possa
ocorrer a copia do seu material genético, 0 DNA. Em seguida o ciclo segue para fase S
(sintese), permitindo que ocorra a replicagdo, admitindo que a célula duplique seu
cromossomo e assim, inicia a fase G2, onde a célula prepara- se para passar para a fase M
(mitose). Na fase M, a célula mée, divide- se ao meio dando origem a duas células filhas
(Figura 2). Agora, as células filhas podem iniciar imediatamente um novo ciclo celular ou
ainda parar a divisdo (RIVOIRE et al., 2001).
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Figura 2- Progressdo das fases do ciclo celular. Demonstrando a participacdo e formacdo dos conjugados de
proteinas e enzimas (CDKs e ciclinas, ciclinas/CDHSs) e os seus papéis nas mudangas das fases do ciclo.

Fonte:  Fisicanet, 2013. Disponivel em:  http://www.fisicanet.com.ar/biologia/informacion_gene-
tica/ap02_ciclo_celular.php#.UPg-Lx2AA4N

Todo o ciclo celular é regulado pela formacdo de conjugados entre proteinas e
enzimas, que ao aumentar seus niveis permitem que as células saiam de um estagio de divisdo
progredindo até o fim do processo de divisao celular. Este processo é positivamente regulado
ou estimulado por vias sinalizadoras que respondem a estimulos extracelulares e que agem em
uma sequéncia de proteinas sendo ativadas. A progressdo de uma fase do ciclo celular até a
fase seguinte dar- se entdo, pela atividade de ciclinas que se ligam especificamente as
proteinas CDKs (Figura 2). Apés a formacdo do conjugado, as ciclinas/CDKs, promovem a
fosfolilacdo de substratos chaves que permitem o seguimento de uma fase para outra como
exemplificado na Figura 3 (WARD, 2002; GASION et al., 2005).

fator de fator de
transcricdo transcrigdo
. ATP inativo ativo
Ciclina D ou E \ Y e
090 %k
O} © \ .
@ o @ Gene
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dependente
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Figura 3: Mecanismo de controle do avanco do ciclo celular. Formacdo dos complexos CDKs/ciclinas que
sendo ativado e fosforilando a proteina Rb, que libera o fator de transcricdo chamado E2FDP1. E no momento
em que é ativado, promove a transcricdo dos genes que tém papel na progressao da fase de sintese (S) para
produzir nucleotideos e enzimas necessarias para a replicacdo do material genético

Fonte: Entendendo o Processo Molecular da Tumorigénese. Ward, 2002


http://www.fisicanet.com.ar/biologia/informacion_
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Da mesma forma em que o ciclo celular tem processos estimuladores de iniciacdo da
replicacdo, também faz- se necessario, sistemas inibidores que regulem esse mesmo processo
de forma negativa. As CDKIs apresentam func¢des de regulacdo negativa ou inibitoria do ciclo
celular, dentre essas proteinas estdo as p21, p27, p57, pl6, pl5, pl8 e pl9, as vias de
regulacdo do ciclo celular estio esquematizadas na Figura 4 (WARD, 2002; GASION et al.,
2005)
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Figura 4: A formagdo dos complexos de CDKs/ciclinas estimula a célula para seguir através das varias fases de
seu ciclo. Ao sair do estagio de repouso (GO) induzida por um estimulo mitogénico, ocorre numa indugdo da
sintese de ciclinas do tipo D, que ira conjugar- se com a CDK- 4 e CDK- 6. Na fase G1, ocorre sintese e
complexagdo de ciclina E/CDH- 2 a qual proporciona a mudanga para fase S. A partir desse momento a ciclina A
uni- se a0 CDK- 2 e estimula a sintese do DNA. O Conjugado CDK/cA continua atuando na fase G2, empenhada
na inducdo da mitose, assim CDK/cA estimula o aumento da concentragdo do conjulgado ciclina B/CDK2 que
finalizara a mitose

Fonte: Ciclo Celular Y Cancer. Disponivel em; http://www.biocancer.com/journal/1095/2-ciclo-celular-y-cancer
Acessado em: 14 de janeiro de 2013

Para que ocorra o surgimento de células mutadas e posteriormente o surgimento da
neoplasia é necessario que ocorram alteracGes em genes especificos que codifiqguem proteinas
ligadas a regulacdo do ciclo celular e diferenciacdo. Essas mutagBes podem ser pontuais
(alteracdo de um par de nucleotideos), rearranjos génicos (genes ou fragmento sdo movidos de
lugar), amplificacdo génica (amplificacdo de genes com funcdo de proliferacdo) e alteragdes
epigenéticas (variacdo do grau de metilagdo e acetilagdo) (MARK et al., 1988; ORITA et al.,
1989; NEWTON et al., 1989; DUARTE; PASCHOAL, 2005; CAMPBELL et al., 2008;
ZHANG et al., 2008).

Existem trés grupos de genes que estdo envolvidos na regulacdo celular e podem

sofrer mutacgdes resultando na geracéo de um cancer, sdo 0s oncogenes, proto- oncogenes e 0S


http://www.biocancer.com/journal/1095/2-ciclo-celular-y-cancer
http://nar.oxfordjournals.org/search?author1=C.R.+Newton&sortspec=date&submit=Submit
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genes supressores tumorais. Os oncogenes sdo ativados quando 0s proto-oncogenes sao
ativados, estes genes codificam proteinas que estimulam a proliferacdo celular e sdo
responsaveis pela malignizacdo das células normais. J& os proto-oncogenes fazem parte de
uma familia que regula o ciclo celular normal e que ndo apresentam nenhum tipo de alteracédo
molecular. Quanto aos genes supressores tumorais tratam-se de genes que codificam proteinas
inibidoras do crescimento de células tumorais e que impedem o acumulo de mutagdes
(GUPTA; GRABOCKA; BAR- SAG, 2011; LEVINE; PUZIO- KUTER, 2010; SHAULIAN,
2010; ZHAO et al., 2009;).

Quando as mutagdes caracterizam a instalacdo de um cancer, da-se inicio ao processo
de carcinogénese, o qual é dividido em trés fases. A primeira fase é a iniciacdo, quando ocorre
a alteracdo a nivel de DNA, devido a acdo de um agente oncoiniciador, mas esta mutacdo
precisa ser capaz de passar da célula mae para a célula filha. Essas mutacdes acontecem em
genes supressores de tumores (atua evitando o acumulo de mutagdes) e proto-oncogenes
(atuam no controle da proliferacdo, diferenciacdo, migracdo e apoptose), desregulando as
funcdes das proteinas (MINISTERIO DA SAUDE, 1996; KLAUNIG; KAMENDULIS, 2004;
ABEL et al., 2009).

A fase seguinte a iniciacdo é conhecida por promocdo, nesta fase as células alteradas
recebem estimulos para promover a expansao populacional das células mutadas e é necessario
que a célula alterada tenha um continuo contato com o promotor carcerigeno. Ainda durante a
promocdo essas células precisam ser mantidas. Para garantir a manutencdo destas células
modificadas serdo necessarias que as mutagdes ocorridas, nesta fase, ndo sejam excessivas, as
quais serdo deletérias, se as modificacdes genéticas determinarem alta capacidade de
proliferacdo e se as transformacdes atribuirem as células a habilidade de escape da apoptose.
Portanto, se as células forem mantidas podemos dizer que esta populacdo escapou dos
mecanismos homeostaticos intracelulares, as quais, neste estdgio ndo serdo induzidas a
apoptose (MINISTERIO DA SAUDE, 1996; KLAUNIG; KAMENDULIS, 2004; ABEL et
al., 2009).

Progressdo é a proxima fase, caracterizada pela multiplicacdo descontrolada e
desordenada, o cancer ja esta instalado e a partir dai a tendéncia é a evolugdo e surgimento
das primeiras manifestagdes clinicas (MINISTERIO DA SAUDE, 1996; KLAUNIG;
KAMENDULLIS, 2004; ABEL et al., 2009). Todas as fases estdo apresentadas na Figura 5.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0898656810000033
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Figura 5: Estagios de instalacdo do cancer. A primeira fase € a de iniciagdo induzida pela exposi¢do a um agente
carcinogénico e para que ocorra a promocao é necessaria uma exposicao continua ao agente. O Ultimo estagio se
da pela progressdo num periodo de 20 a 50 semanas, resultando em invasdo e metdstases das células
modificadas.

Fonte: Multi-stage chemical carcinogenesis in mouse skin: Fundamentals and applications, ABEL et al, 2009.

2.5 Sinais e sintomas do cancer

O céancer é capaz de provocar diversos sintomas e sinais, as caracteristicas desses
dependem do local onde o tumor estéa instalado, tamanho e quanto ele compromete o 6rgdo ou
tecido. Podendo também ocorrer em algum lugar do corpo onde ndo ird manifestar nenhum
sinal. Certos canceres comportam-se de modo que o sistema imunoldgico comeca a mostrar
alguns sintomas inespecificos tais como: febre, fadiga, perda de peso e outros que
assemelham-se com outras patologias (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2012a).

Alguns tipos de canceres podem liberar substancias similares as que o corpo produz,
essas substancias levam a liberacdo de hormonios os quais s&o induzidos a exercerem suas
funcbes causando as alteracOes inesperadas. Alguns sinais persistentes sdo importantes e
devem ser observados com cuidado, mas a presenca deles de forma isolada ndo significa dizer
que existe um cancer instalado (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2012a).

Apesar de existir uma relagdo imensa de sintomas, que um individuo acometido pelo
cancer pode apresentar, a maioria dos casos registrados desta patologia foram detectados
quando a doenga ja se encontrava avancada localmente ou disseminada. 1sso porque, tumores
iniciais ndo costumam apresentar sinais ou sintomas que justifiquem suspeita de um caso de

cancer, pois esses sinais sdo muito inespecificos (BARROS et al., 2006) (Tabela 6).


http://www.nature.com/nprot/journal/v4/n9/full/nprot.2009.120.html
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Tabela 6: Sintomas especificos e inespecificos relacionados a alguns tipos de canceres.

Sintomas

Tipo de canceres mais frequentes

Perda de peso inexplicada
(Sem motivo conhecido)

Péancreas, estdmago, esdfago e pulméo.

Fadiga Canceres que levem a perda de sangue como: Leucemias, cancer
(Sem melhora) de colon e reto e estdmago.
[72]
8 .
= Febre Aparecem em canceres metastatizados, ou os que afetam o
3 sistema imunoldgico como: Linfomas e Leucemias.
&
w -
= Aparecimento de . . .
Estéo relacionados aos tumores solidos.
massa tumoral
AlteracGes da pele Estdo relacionados aos tipos de canceres de pele.
Ansiedade, depresséo Tais sintomas séo dependentes do estado imunoldgico do
e confusdo mental paciente.
Funcéo da bexiga ou habitos ) ) )
. o o Prostata, bexiga, de célon e reto.
intestinais modificados
Feridas Relacionado com cancer de pele.
. Pode ser indicativo de uma leucoplasia (pré- cancer) que leve ao
Manchas brancas na boca ou lingua . A
desenvolvimento do céncer de boca.
. Dependendo do local onde foi identificada a hemorragia pode
Hemorragias . ~ . 7
indicar canceres como o de pulmao, de c6lon e de Utero.
No6dulos de mama e outras partes Encontram- se instalados em tecidos moles como mama,
mole testiculo e linfonodos.
]
0
= - . Séo causas de tipos de canceres como o de eséfago, estbmago e
8 Dificuldade de deglutir P - g g
S faringe.
(72]
w

Tosse ou rouquiddo

A este sintoma estdo relacionados os canceres como o de
pulmdo, laringe e glandula da tiredidea.

Cefaléia, vomito

Sintomas encontrados em paciente com canceres de SNC.

Dor 6ssea

Tumor 6sseo, leucemia, neuroblastoma.

Dores localizadas

Dores abdominais estdo relacionadas ao cancer intestinal, por
exemplo.

Obstrucdes locais

Tumores que crescem em torno do intestino ou de ductos podem

obstruir o fluxo intestinal ou biliar.

Fonte: American Cancer Society, 2012a. Signs and Symptoms of Cancer. Disponivel em:

http://www.cancer.org/cancer/cancerbasics/signs-and-symptoms-of-cancer.
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2.6 Causas do cancer e fatores de risco

O namero de novos casos de cancer e as causas de morte vém crescendo nos paises em
desenvolvimento esse aumento apresenta-se de forma desordenada, pois a distribuicdo global
e o0s tipos de neoplasias predominantes vém mudando, devido inimeros fatores e ficam cada
vez mais dificil estimar, por exemplo, qual serd o tipo de cancer mais prevalente (THUN et
al., 2010).

Os paises de baixa e média renda estdo em altissimo risco. Pois em 2007, esses paises
representaram 55% de toda a estatistica para novos casos de cancer e a previsdo € que em
2050 esse percentual alcance 61%. Mas tudo isso tem como consequéncia as mudancas
demograficas, tais como: Clima e localizacdo geografica nas populacdes de riscos e
distribuicdo dos fatores de risco, como envelhecimento da populagdo, o tabagismo,
desequilibrio dietético, sedentarismo, além das dificuldades econémicas que paises em
desenvolvimento enfrentam, impedindo politicas direcionadas para o controle do cancer
(THUN et al., 2010).

Um dos principais fatores que contribuem para o aumento de casos de céncer é o
envelhecimento da populagdo. E estimado para 2050 um crescimento de aproximadamente
133% da populacdo mundial, tomando como base a populacdo de 2008. Esse crescimento sera
ainda maior em paises de baixo desenvolvimento. Assim, como ocorreu em 2002, 45% dos
canceres foram diagnosticados em pessoas com idade igual ou maior de 65 anos, isso ird
resultar em um aumento desproporcional na quantidade de casos de cancer nessa nova
populacdo que sera de fato, mais velha (THUN et al., 2010; INSTITUTO NACIONAL DO
CANCER, 2006).

O hébito de fumar é o maior fator de risco, para o desenvolvimento de um cancer que
poderia ser evitado. O fumo sozinho é responsavel por mais 193 bilhGes de dolares gastos em
cuidados com a salde. Estavam previstas para 2012, 173 200 mortes por cancer nos Estados
Unidos, tendo como fator iniciador o tabaco. O aumento do risco de desenvolver cancer por
consequéncia do tabaco esta associado ao tempo de uso do cigarro. Este uso aumenta 0s riscos
de desenvolver tipos de canceres como o de pulmdo, boca, cavidades nasais e seios
paranasais, laringe e faringe, eso6fago, estbmago, célon e reto, figado, pancreas, rim, bexiga,
colo do utero, ovarios e leucemia mieldide (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2012b). Um
total de 60% de todos os fumantes do mundo vivem na China, india, Indonésia, Russia,

Estados Unidos da América, Japéo, Brasil, Bangladesh, Alemanha e Turquia, a maioria dos
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fumantes encontra— se numa faixa etaria de 40 anos e a combinacéo dos dois fatores aumenta
as chances de desenvolver cancer (THUN et al., 2010).

A obesidade e 0 ganho de peso sdo responsaveis por aproximadamente 20% de todos
0s casos de cancer e podem ser associados a ma alimentacdo (WOLIN; CARSON; COLDITZ,
2010). A associagdo da obesidade e ganho de peso tem como causa 0 consumo de alimentos
ricos em gordura e agUcares, o consumo de alimentos industrializados e a falta de atividade
fisica. Essas causas ja fazem parte dos paises em desenvolvimento (THUN, 2010). Este fator
de risco relaciona- se com o desenvolvimento de canceres do tipo tiredide, rins, figado,
esofago, colon e reto, prostata, mama, canceres do endométrio, da vesicula biliar, de
leucemias e linfomas (WOLIN; CARSON; COLDITZ, 2010).

A exposicdo prolongada a radiacao ultravioleta (RUV) e a outros tipos de radiagédo
causa suscetibilidade para o aparecimento de cancer de pele. Existem trés formas de cancer de
pele, o0 melanoma que foi responsavel por 9.180 dbitos em 2012 e atinge principalmente
individuos de cor branca, e as outras duas formas s&o o cancer de células basais e de células
escamosa. A exposicdo a RUV ndo pode ser evitada, mas cuidados como, utilizacdo adequada
de protetor solar e roupas com fator de protecdo diminuem drasticamente as chances de risco.
Fatores ambientais como, horario de exposicdo a RUV, estagdo do ano, localizacdo
geogréfica, altitude e temperatura devem ser levados em consideracdo. Os efeitos RUV sdo
acumulativos ao longo da vida. Os efeitos imediatos a exposicdo vai desde queimaduras, a
danos nos olhos e supressdo do sistema imunoldgico, ja os efeitos a longo prazo culminam em
envelhecimento precoce, queratoses e cancer (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2012b;
INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2006).

A ingestdo excessiva de bebidas alcodlicas também esta relacionada a predisposicao
para o desenvolvimento do cancer do trato digestivo, do trato respiratorio e pela cirrose
alcdolica que pode levar ao desenvolvimento do cancer de figado. E além do alcool, agentes
quimicos (benzidina, cadmio e niquel) e bioldgicos (a presenca de virus, como HPV e HIV,
predispdem alteracdes genéticas) também sdo relacionados ao desenvolvimento de certos
tipos de canceres (WARD, 2002).
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2.7 Prevencéo

Uma forma muito relevante de prevencdo contra mortes precoces acarretadas pelo
cancer esta diretamente ligada a qualidade de vida, a préatica de exercicios, hbitos alimentares
saudaveis e dieta balanceada e rica em fibras. A American Cancer Society mostrou que
pessoas ndo fumantes, que praticam algum tipo de esporte e com dieta equilibrada, reduzem
em 40% os riscos de morte prematura por cancer. A organizagdo American Cancer Society
publica periodicamente orientacdo sobre nutricdo, estilo de vida e atividades fisicas,
levantando pontos como evitar o excesso de peso em qualquer idade, praticar atividade fisica
regularmente evitando o sedentarismo, limitar o consumo de bebidas alcoolicas e comidas
hipercaldricas, priorizar alimentos de origem vegetal, frutas, legumes e verduras, ricos em
fibras (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2012b).

Word Health Organization (WHO) afirma que 33% de todos os tipos de cancer
poderiam ser evitados se medidas preventivas fossem adotadas, isto oferece melhor custo
beneficio para o controle de cancer. E uma das mais significativas formas de prevencédo €
evitando o uso do tabaco e ingestdo de bebidas alcodlicas. Outra medida importante esta
relacionada com a vacinacdo contra agentes infecciosos e medidas preventivas contra
infecgdes (WORD HEALTH ORGANIZATION, 2013).

Diante da facilidade e acesso aos alimentos industrializados, faz- se necessario a
contribuicdo dos 6rgdos politicos, organizacbes privadas e escolas, que devem agir em
conjunto a fim de proporcionar ambiente seguro e acessivel para a realizagdo de atividade
fisica, aumentar e incentivar o acesso a alimentos saudaveis em todos os locais como escolas
e no trabalho (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2012b).

Outras medidas preventivas podem ser adotadas como, protecdo adequada a exposicao
de radiac0es, a utilizacdo de protetor solar, utilizacdo de roupas de prote¢éo e evitar exposi¢do
excessiva a estes tipos de radiacdes. (WORD HEALTH ORGANIZATION, 2013).

2.8 Tipos de tratamento e efeitos adversos

Existem diversos esquemas terapéuticos para pacientes acometidos por diversos tipos
de canceres. As formas de tratamento frequentemente utilizadas sdo intervencgdes cirdrgicas,
guimioterapia e radioterapia, mas também se faz um esquema terapéutico por

hormonioterapia, imunoterapia e alguns antibi6ticos (os quais compdem a classe dos
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quimioterapicos) que interferem na sintese dos acidos nucléicos impedindo a duplica¢do do
DNA e RNA. Deste modo o tipo de tratamento a ser utilizado deve ser definido pelo médico
de acordo como o tipo de neoplasia e estado da doenca. (TARTARI; BUSNELLO; NUNES,
2010).

E sabido que esses tratamentos alteram as necessidades nutricionais causando a uma
desordem quanto ao processo de digestdo, impedindo a absorcdo dos nutrientes, causando a
uma perca de peso e de massa muscular, por vezes temporaria, mas podendo persistir. Quanto
ocorre uma desnutricdo indesejada € necessaria a ingestdo de uma dieta rica em proteina,
carboidratos e vitaminas, que poderdo auxiliar na manutencao nutricional. (BROWN et al.,
2003).

A quimioterapia € um tipo de tratamento padrado, entretanto ndo sendo em alguns casos
nem curativo nem eficaz na tentativa de aumentar a reposta imunologica do paciente
(TANAKA et al., 2009), mas de modo geral, quando utilizados para o tratamento de diversos
tipos de canceres apresentam toxicidade celular e estdo classificados em agentes alquilantes,
antimetabolitos, inibidores de topoisomerases e inibidores mitéticos (alcaldides de vinca)
(CUNHA; LEHMANN, 2003).

Os quimioterapicos do tipo alquilante reagem a nivel de DNA, induzindo uma troca de
um &tomo de hidrogénio por um grupo aquila, esses grupos formam ligacdes fortes do tipo
covalente com a guanina, impedindo assim a replicacdo do material genético (CUNHA,
LEHMANN, 2003). Essa classe de quimioterapico pode esta relacionada a lesGes primarias e
secundarias do DNA, assim sendo mutagénicos podem contribuir para a transformacéo celular
e em sua maioria sdo suspeitos de carcindgenos. N&o € por menos que apos quimioterapia por
agentes alquilantes é indicada a investigacdo ndo sé do aparecimento de cancer em outras
partes do corpo, mas principalmente de leucemia mieldide aguda (LMA), sendo reflexo da
sensibilidade da medula éssea (ALLAN, 2006).

Inibidores de Topoisomerases apresentam maior especificidade de atuacdo na fase S e
esses agentes sdo destinados para agirem interferindo e inibindo a acdo das enzimas
topoisomerases que sdo responsaveis pelo controle da integridade estrutural do DNA e
reparacdo do dano. Esses agentes agem por dois mecanismos sobre o complexo de
topoisomerases: 1- Estabilizando o complexo da topoisomerases, 2- Inibicdo catalitica da
topoisomerases. Essa acdo provoca apoptose celular (BRANDAO et al., 2010; HOFLAND et
al., 2000; BASSI; PALITTI, 2000; BINASCHI; ZUNINO; CAPRANICO, 1995).

Inibidores mitdticos possuem uma atividade especifica sobre a proteina tubulina

formadora dos microtibulos, que sdo responsaveis pela migracdo dos cromossomos. Quando
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esses agentes atuam ocorre a interrupgéo da divisdo celular. E sdo divididos em dois grupos,
0s que inibem a polimerizacdo dos microtibulos por ligagdo a tubulina e estabilizadores de
microtdbulos, que estimulam a polimerizacio e inibem a despolimerizagdo (BRANDAO et
al., 2010).

Antimetabdlitos sdo agentes semelhantes aos metabolitos naturais (as purinas, acido
félico e pirimidinas) atuando na sintese do DNA, devido a esta semelhanca esses agentes
incorporam-se a célula e blogueiam a sintese de enzimas envolvidas na producdo de
substancias fundamentais ou transmitindo mensagens errdbneas (ANDRADE; SILVA, 2007).

Deste modo, os quimioterapicos agem nas vias de sintese, replicacdo, e reparo do
DNA, mas uma grande problemética encontrada na quimioterapia esta descrita por muitos
autores e relaciona-se aos efeitos adversos, pois estes agem também em células ndo tumorais
com consequéncias reversiveis, mas podendo ser letais. Muitos efeitos adversos sdo muito
comuns, nduseas, vomitos, diarréia, mucosite, taquicardia, tonturas, eritema cutaneo, alopecia,
anemia, leucopenia e plaquetopenia. Além de que os efeitos colaterais estdo relacionados com
o0 estado imunoldgico do paciente e tipo de terapéutica e podem apresentar efeitos menos
comum, tais como: toxicidades gastrointestinais, pulmonares, cardiacas, hepaticas,
neuroldgicas, renais, vesicais, dermatolégicas, disfuncdes reprodutivas, alteragdes
metabdlicas, reacdes alérgicas, fadiga, leucopenia, anemia, trombocitopenia e neutropenia
febril (LEAL; CUBERO; GIGLIO, 2010; ANDRADE; SILVA, 2007).

2.9 5- Fluorouracil

O 5- fluorouraucil (5- FU), é um antineoplasico do tipo antimetabdlitos, amplamente
utilizado a mais de 50 anos para tratar cancer de célon, de mama, de cabeca e pescoco
(PARKER; STIVERS, 2011). Sua atividade dar-se pela inibicdo da biossintese ou por
incorporar-se a0 DNA ou RNA. A sua citotoxicidade esta relacionada a incorporagdo de
fluoronucleotideos a0 DNA e RNA e a inibicdo da enzima timidilato sintetase (uma das
enzimas responsaveis pela sintese do DNA) (LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2003). O
5- FU é um anélogo da uracila, contendo um atomo de flior na posi¢do 5 ao invés de um
hidrogénio (MARTINO; MARTINO, 2002) (Figura 6).
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Figura 6: Estrutura quimica da uracila a esquerda e estrutura quimica do 5- fluorouracil a direita.
Fonte: GREM, 2000. 5-Fluorouracil: Forty-plus and Still Ticking. A Review of its Preclinical and Clinical
Development.

2.9.1 Mecanismo de a¢do do 5- Fluorouracil (5- FU)

Apo6s a administracdo, cerca de 80% do 5- FU é rapidamente catabolizado em
diidrofluorouracil (DHFU), no figado pela acdo da dihidropirimidina- desidrogenase (DPD),
essa reducdo controla a concentracdo de 5- FU disponivel para o anabolismo (LONGLEY;
HARKIN; JOHNSTON, 2003). O diidrofluorouracil (DHFU) seré clivado para assim poder
ser excretado. Pelo transporte facilitado, o 5- FU entra na célula sendo convertido em trés
metabolitos  ativos:  fluorodesoxiuridina-monofosfato ~ (FAUMP),  trifosfato  de
fluorodesoxiuridina (FAUTP) e fluorouridina trifosfato (FUTP) (PARKER; STIVERS, 2011;
LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2003; MARTINO; MARTINO, 2002; GREM, 2000).

O metabolito mais importante envolvido no mecanismo de acdo é obtido pela
conversdo de fluorouridina monofosfato (FUMP) em fluorouridina trifosfato FUTP, essa
conversdo pode acontecer pela ac¢do, do orotato fosforibosiltransferase (OPRT) e o pirofosfato
fosforribosil (PRPP) atuando como cofator, ou ainda pela via de agdo da uridina fosforilase
(UP) e uridina quinase (UK) sendo convertido em fluorouridina (FUR) e posteriormente em
fluorouridina monofosfato (FUMP). O fluorouridina monofosfato FUMP é fosforilado em
difosfato de fluorouridina (FUDP), que pode ser novamente fosforilado convertendo- se em
fluorouridina trifosfato- FUTP (metabdlito ativo), ou ainda ser convertido em
fluorodesoxiuridina (FAUDP) pela atuacdo do ribonucleétido redutase (RR) (PARKER;
STIVERS, 2011; LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2003; MARTINO; MARTINO, 2002;
GREM, 2000).

O fluorodesoxiuridina (FAUDP) pode ser fosforilado ou desfosforilado para ser
convertido em metabolito ativo ou entrar na via da timidilato sintetase (TS), respectivamente
(Figura 7). Neste momento,a via alternativa que envolve a agdo da timidina fosforilase
converte 5- FU em fluorodesoxiuridina (FUDR), que quando fosforilado pela timidina

quinase (TK) é transformado em fluorodesoxiuridina monofosfato (FAUMP) podendo entra na
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via de inibicdo da timidilato sintetase (TS) (PARHER; STIVERS, 2011; LONGLEY;
HARKIN; JOHNSTON, 2003 ; GREM, 2000).

y
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Figura 7: Esquema do mecanismo de a¢do do 5- Fluorouracil. Rea¢do anabdlica e catabdlica do 5- FU.
Fonte: LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2003. 5-Fluorouracil: Mechanisms of Action and Clinical
Strategies.

A via timidina sintetase catalisa a formagéo de desoxiuridina monofosfato (dUMP) em
desoxitimidina monofosfato (dTMP) utilizando o 5,10- metileno- tetrahidrofolato (CH,THF)
como doador do grupo metil. Quando o 5-FU é incorporado e convertido em
fluorodesoxiuridina monofosfato (FAUMP), torna- se um metabdlito competitivo pelos sitios
de ligacdo dos nucleotideos da timidilato sintetase (TS), essa ligacdo impede a ligacdo dos
nucleotideos aos sitios inibindo a sintese de desoxitimidina monofosfato (dTMP), levando a
uma desordem no pool de dNTP e aumento dos niveis de desoxiuridina trifosfato (dUTP),
ocasionando dano ao DNA (Figura 8) (PARKER; STIVERS, 2011; LONGLEY; HARKIN;
JOHNSTON, 2003 ;MARTINO; MARTINO, 2002; GREM, 2000).
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Figura 8: Via alternativa envolvendo a timidina sintetase, resultando em dano ao DNA.

Fonte: LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2003. 5-Fluorouracil: Mechanisms of Action and Clinical
Strategies.

Desse modo, a acdo do 5- FU apresenta efeitos sobre 0 DNA e 0 RNA e esses efeitos

estdo descritos nas Tabelas 7 e 8.

Tabela 7: Efeitos diretos e citotdxico do 5- Fluorouracil sobre RNA.
Consequéncias Bioquimicas da Inibicao Efeitos Diretos e Indiretos Sobre a Sintese

da Timidilato Sintetase de DNA e Integridade
Desequilibrio desoxirribonucleotido; Inibicdo da sintese de DNA;
Deplecdo de monofosfato de "Uracila” incorporagdo errada (fluoro-e
timidina e o trifosfato de timidina; trifosfato de desoxiuridina);
Acumulacdo de monofosfato de Interferéncia com o alongamento da cadeia
desoxiuridina; de DNA,;
Elevacéo da desoxiuridina Estabilidade alterada do DNA,;
extracelular; Inducdo de DNA de cadeia simples-
Formacdo de  trifosfato de quebras no ADN nascente;
desoxiuridina; Interferéncia com a reparacéo do DNA,;
Acumulo de  desoxiadenosina- Inducéo de quebra da cadeia do DNA;
trifosfato.

Fonte: GREM, 2000. 5-Fluorouracil: Forty-plus and Still Ticking. A Review of its Preclinical and Clinical
Development.
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Tabela 8: Efeitos do 5- Fluorouracil sobre 0 RNA.

Efeitos Sobre 0 RNA

Diminuicdo da sintese de RNA,;

A inibicdo com o processamento de RNA,;

Inibicdo de poliadenilacdo do mRNA,;

Alteracdo da estrutura secundaria de RNA;

Inibicdo das enzimas envolvidas na modificacdo pos-
traducional de residuos de uracila;

Interferéncia com splicing normais;

Alteragdes quantitativas na sintese de proteinas;

Up regulacdo da sintese de timidilato e de proteina;

TS ligado no complexo ternario ndo se liga ao mMRNA TS.

Fonte: GREM, 2000. 5-Fluorouracil: Forty-plus and Still Ticking. A Review of its Preclinical and
Clinical Development.

Apesar de revelar boa aplicabilidade e vasta utilizacdo com boas respostas para o
tratamento de diversos tipos de canceres o 5-FU apresenta grande desvantagem. Mostra- se
como substancia toxica, causando mielossupressdo, distlrbios gastrointestinais, baixa
seletividade para as células tumorais e as vezes a necessidade de um tratamento associado
com outras drogas. Pela sua baixa biodisponibilidade, sua eficicia é limitada, em alguns
tumores a expressdo de TS é muito forte e baixas concentracGes de folato causando resisténcia
ao 5- FU. Devido a sua via de administracdo (Intravenosa- 1.V.), requer a presenca do
paciente no hospital, levando a altos niveis de estresse, além dos riscos de desenvolver
trombose e infeccdes (MARTINO; MARTINO, 2002).

Além das desvantagens do 5- FU a nivel molecular, 0 5- FU como muitos outro
guimioterapicos apresentam variados efeitos adversos, o que por muitas vezes levam a um
tratamento descontinuo. Gradishar e Vokes (1990) relataram uma associagdo de
cardiotoxicidade (por exemplo, hipotensdo, angina, taquicardia ventricular) em pacientes
tratado com 5- FU. Os pacientes que fazem tratamento com 5- FU podem apresentar alguns
sintomas como baixa contagem de células brancas, de plaquetas (com riscos de desenvolver
infeccOes e hemorragias), escurecimento da pele e unhas, nauseas, vomitos, falta de apetite,
feridas na boca, labios ou garganta, perda de cabelo, diarreia, unhas quebradicas, aumento da
sensibilidade ao sol, pele desidratada, entre outros sintomas (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2010).

Diante de todos esses aspectos apresentados, mesmo tendo boa desenvoltura no
tratamento de diversos canceres, € necessaria a busca por drogas que apresentem melhor
seletividade e menores efeitos adversos, reducdo da toxicidade e melhor biodisponibilidade

resultando desta forma em um perfil farmacol6gico melhorado, além da importancia da busca
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por farmacos que possam ser administrados por via oral objetivando a melhoria na qualidade
de vida dos pacientes. Uma 6tima fonte na busca de novos farmacos pode ser representada
pelas plantas, particularmente aquelas pouco estudadas, porém amplamente utilizadas como

farmacos naturais.

2.10 Impactos econdmicos causados pelo cancer

Os orgdos publicos revelam um alto custo financeiro na luta contra o cancer, esses
gastos estdo envolvidos nas campanhas direcionadas para o tratamento, prevencdo e
esclarecimento para a populacdo além da necessidade de criar infraestrutura especializada ao
atendimento para pessoas acometidas pelo cancer. Mas os custos ndo ficam por conta apenas
dos orgdos publicos, a sociedade também sofre com altos custos contra o cancer. Esses custos
que s@o direcionados ao tratamento de cancer poderiam ser investidos na melhoria de
infraestrutura de hospitais e escolas (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2012c).

Em 2007, o National Institute of Health (NIH) demonstrou que o0s custos anuais com o
cancer foram de 226,8 bilhdes de dodlares, onde 103,8 bilhdes foram investidos em custos
médicos diretos de uma maneira geral em relacdo a saude e o restante foram para 0s gastos
indiretos, relacionados aos custos por perda devida & morte prematura (AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2012c).

Ja em 2010, o NIH, projetou os custos associados com o cancer em 124,6 bilhdes de
ddlares, com a maior parte dos custos sendo investidos principalmente nos canceres de mama,
canceres colorretal, linfoma, o cancer de pulméo e cancer de prostata. Nesse mesmo estudo,
com base no crescimento e envelhecimento da populacdo dos EUA, pesquisadores estimaram
um aumento de 27% com custo com o tratamento de cancer para 2020 (Tabela 9)
(NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2011a)

Tabela 9: Gastos nacionais para o cuidado com o cancer.

Custos em dolares U$2.010 bilhoes

Tipode 2010 2020

Cancer Tendéncia da Incidéncia e

Sobrevivéncia e aumento de
custos

Base Base Incidén- Sobrevivén- Incidénciae Total Custosde Custos de
cia cia Sobrevivén- 2% 2%na Fase 5% na fase

cia inicial e inicial e

final final

Peito 16,50 20,50 18,19 20,69 19,08 23,24 21,37 25,64
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Cr‘é't‘; 1414 17,41 14,35 17,83 14,70 17,67 16,68 20,39
Pulmdo 12,12 14,73 12,14 15,23 12,53 15,19 14,73 18,84
Linfoma 12,14 15,26 15,00 15,71 15,44 18,66 17,27 20,69
Prostata 11,85 16,34 15,32 16,43 15,41 18,53 16,67 19,02
Leucemia 544 6,95 6,66 7,24 6,94 8,38 7,78 9,35
Ovario 5,12 6,03 4,49 6,27 4,64 5,64 5,26 6,42
Cérebro 4,47 5,53 5,38 579 5,62 6,82 6,51 8,18
Bexiga 3,98 4091 4,41 4,98 4,47 5,38 4,90 571
Rim 3,80 5,12 6,07 5,30 6,29 7,56 6,99 8,30
Cabeca 3,64 4,34 3,79 4,40 3,84 4,65 4,40 5,46
Utero 2,62 3,05 2,84 3,04 2,83 3,42 3,24 4,00
Melanoma 2,36 3,16 3,76 3,18 3,78 4,60 4,06 4,58
Pancreas 2,27 2,83 2,81 3,16 3,13 3,80 3,75 4,92
Estbmago 1,82 2,26 1,81 2,40 1,92 2,31 2,25 2,88
Cerviz 155 154 1,20 1,55 1,21 1,46 1,39 1,73
Esofago 1,33 1,76 1,70 2,04 1,97 2,38 2,32 2,97

ToQos 124,57157,8 147,57 165,21 154,7 186,7 172,77 206,59

0s Tipos

Fonte: National Cancer Institute, 2011b. National Expenditures for Cancer Care. Disponivel em:

http://costprojections.cancer.gov/expenditures.html.

O elevado custe-0 nesta luta poderia ser reduzido se todos tivessem um seguro saude e
uma atengdo bésica a salde (NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2011a). J& que o maior
percentual financeiro é investido na area de tratamento de céncer. E se programas de
prevencdo fossem realmente executados sem qualquer desvio, principalmente, porque a
prevencdo pode reduzir a ocorréncia de casos de cancer, haveria também reducdo dos custos
voltados ndo sé ao tratamento, mas também os de origem médica e infra- estrutura (WHOSIS,
2010).

Segundo a Sociedade Norte Americana de Cancer (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2012d), as pessoas gue ndo possuem seguro saude e 0s de minorias étnicas estao
mais propensos a desenvolverem qualquer tipo de cancer e diagnosticadas em um estagio
mais avangado, 0 que na certa exige uma aten¢do maior e um tratamento extenso e mais caro,
levando a maiores gastos.

Nos EUA, 38% de toda a populacdo, entre jovens e adultos, que ndo tinham nenhum
tipo de seguro saude, em 2009 e neste mesmo ano 577.190 americanos foram condenados a
morrer com cancer, as mortes por cancer eram 1 a cada 4 mortes nos EUA (AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2012d).

Por atingir qualquer regido do mundo, qualquer faixa etaria e por ser uma doenca de

importancia publica, podemos enxergar a necessidade de estudar os fatores, causas e
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consequéncias que levem ao desenvolvimento do cancer. Por isto, novas vias de tratamentos
estdo sendo pesquisadas, novas fontes e novos recursos estdo sendo buscados para o
tratamento de cancer. Assim a procura por fitoterapicos que tenham acéo contra o cancer e
que apresentem maior custo beneficio, tanto para os cofres pablicos como menor efeito

adverso para quem necessita deste tipo de tratamento.

2.11 Plantas Medicinais e Fitoterapicos

Fitoterapia é caracterizada pela utilizacdo de recursos naturais, como plantas, sendo
uma préatica milenar, e tem como base uma variedade inesgotavel de produtos farmacoldgicos
para fins terapéuticos sem isolamento de substancias ativas. (CARTAXO; SOUSA,
ALBUQUERQUE, 2010; TAN et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2012). Por tanto a procura por
fitoterapicos a nivel mundial, tem crescido abundantemente, esse crescimento da-se pelo
conhecimento a cerca das plantas medicinais as quais apresentam um alto valor econdmico e
sdo principais fontes para a retirada de recursos voltados para a producdo de farmacos
(OLIVEIRA et al., 2012).

Tal conhecimento, sobre plantas que possuem acéo terapéutica, vem sendo perdurado
e passado de geracdo em geracdo. Deste modo a sabedoria € passada entre pessoas de uma
mesma familia. Assim a imortalidade desta préatica é influenciada pela idade, onde os mais
antigos de uma determinada comunidade eram o portador de maior conhecimento.
Conhecimento esse capaz de identificar a planta indicada para determinada doenca, a parte da
planta como, raizes, cascas, folhas, frutos e sementes a ser utilizada e a melhor forma de
preparo como chas (onde a plantas é fervida junto com a agua), decoccao ou infusdo (o qual a
agua é fervida e depois colocada sobre a planta, com agitacdo) (REZENDE; COCCO, 2002).

Desde o inicio da vida, 0 homem busca na natureza, recursos para sua sobrevivéncia,
assim aprendendo e desenvolvendo seus conhecimentos e tirando proveitos dos recursos
naturais locais. E a partir deste modo de vida, cada localidade desenvolveu e criou sua propria
cultura, tradicéo e crencas (MINISTERIO DA SAUDE, 2006a).

Os conhecimentos da utilizacdo de plantas como tratamento de enfermidades
ocorreram nas civilizagdes chinesas, assiricos, egipcios e hebreus desde 2.300 a.C, e que
ainda nos dias de hoje fazem uso desta préatica. A fitoterapia cruzou toda a existéncia das mais
antigas civilizagdes, iniciando na antiguidade seguindo até a idade média, prosseguindo pela
idade moderna e contemporanea, sendo utilizada até hoje em todas as partes do mundo. No

Brasil ndo poderia ser diferente. A origem da medicina popular com a utilizacéo de plantas foi
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influenciada de trés formas, a primeira delas deve-se aos conhecimentos deixados pelos indios
que habitaram os territorios brasileiros. Outras contribuicdes para a introducdo de tratamentos
alternativos foram deixadas pelos negros escravos trazidos para o Brasil e europeus e por
ultimo, quando o Brasil ainda era colonia de Portugal (BIESKI, 2005).

Um percentual de 80% da populagdo mundial retira da natureza recursos naturais, para
a promocéo do cuidado com a saude. O Brasil encontra-se entre os 10 maiores consumidores
de fitoterapicos, sendo 30% dos medicamentos, disponiveis e registrados, de origem natural
(OLIVEIRA et al., 2012). A pratica da medicina caseira, além do incentivo realizado pelo
exercicio politico, é estimulada entre as comunidades e sem supervisdo médica, a procura pela
medicina tradicional, nestes casos, s6 acontece se 0s sintomas persistirem. Outra causa que
leva a escolha do tratamento por métodos alternativos da-se quando a medicacdo tradicional
ndo se encontra acessivel ou é muito cara (RIBEIRO; LEITE; DANTAS- BARROS, 2005).

Diante da grande importancia mundial, nota- se a necessidade de incorporar a
associacao entre a medicina tradicional e a medicina alternativa, visto que nem sempre é
possivel atingir um potencial terapéutico ideal utilizando somente a medicina tradicional. Por
isso, cada vez mais vem sendo estimulado programas de salde adaptados especificamente
para cada localidade de acordo com o perfil socioecondmico (OLIVEIRA et al., 2012).

Deste modo, politicas governamentais estimulam a divulgacdo de plantas com
potencial terapéutico e que poderdo ser utilizadas como fitoterapicos e implementadas no
cotidiano do Sistema Unico de Satde (SUS), com a finalidade de ampliar o nimero de
fitoterapicos financiados por verbas federal, a fim de tornar-los acessiveis a populacéo.
(PINHO; PICHONELLI, 2009)

Os ramos de fitoterapicos movimentam cerca de US$ 22 bilhGes de ddlares, no
mundo, com um crescimento anual de 12%. No Brasil, a fitoterapia é detentora de uma
parcela de 5% do mercado farmacéutico (MINISTERIO DA SAUDE, 2003). Os fitoterapicos
apresentam uma potencialidade inesgotavel, baseados nos recursos retornaveis. E através dos
conhecimentos obtidos por estudos realizados com matéria prima vegetal e levantamentos
etinobotanicos, novas descobertas, e desenvolvimento de novas moléculas com aplicabilidade
tecnoldgica, poderdo fazer parte do leque para a busca de terapéuticos com maior eficiéncia e
com menor ou nenhum efeito adverso (MINISTERIO DA SAUDE, 2006b).

No Brasil encontramos uma ampla biodiversidade e vinculada a essa biodiversidade,
temos a riqueza do conhecimento popular acumulado por pessoas que tém acesso direto a
natureza. Portanto, € um pais que somou seus conhecimentos sobre a medicina popular de

uma mistura cultural entre os indigenas, europeus e africanos, sendo, hoje uma nacao que é
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dita como base para o desenvolvimento de novas pesquisas para descoberta de novas fontes
de medicamentos utilizando plantas medicinais como ponto de partida (SANTOS et al.,
2012). Os altos custos e o0 potencial adverso com efeitos colaterais que farmacos industriais
apresentam, incentiva a tendéncia para a procura de fitoterapicos (HALBERSTEIN, 2005).

No Brasil, localiza se 0 bioma mais rico em biodiversidade composto por uma imensa
variedade de espécies animais e vegetais. Este bioma detém um infinito potencial em fontes
para encontrar matéria prima as quais podem ser utilizadas para o desenvolvimento de novos

farmacos, esse € o Bioma Caatinga, exclusivo do Brasil.

2.12 O Bioma Caatinga

Em todo territorio brasileiro, 12% é constituido de uma regido semi-arida, o qual desta
totalidade prevalece o bioma Caatinga, exclusivamente brasileiro, localizado entre a Floresta
Amazonica e Atlantica. (INSTITUTO GEOGRAFICO E HISTORICO DO AMAZONAS,
2004; PINHEIRO; COSTA; ARAUJO, 2013). De carater privativo e peculiar, a Caatinga
apresenta solos ferteis, rochosos, rasos e alcalinos e devido as altas temperaturas e
caracteristica do solo, ndo armazena agua, com periodos de seca que podem durar sete meses
ou mais, de temperatura mais amena durante o inverno, com média de 27,5° C (variando entre
27- 29° C). O nivel de precipitagdo anual varia entre 250- 500 mm, com baixa umidade
relativa, e ocupa uma area estimada de 735.000 Kmz2, que representa 10% de todo territorio
brasileiro (INSTITUTO GEOGRAFICO E HISTORICO DO AMAZONAS, 2004; TRENTIN
et al., 2011) e uma cobertura de 60% de extensdo sobre o territorio Nordestino (SOUSA et al.,
2010).

A Caatinga é um bioma de vegetacdo arbustiva, variando também entre arvores,
espinhosa e bem definida por ser uma floresta seca, com grande capacidade de regeneracéo,
de caréater xerdfilo, basicamente localizado no Nordeste do Brasil (Figura 9). Esse bioma
abrange os Estados do Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas,
Bahia e Sergipe, além de atingir uma parte de Minas Gerais (Figura 10) (TRENTIN et al.,
2011; PINHEIRO; COSTA; ARAUJO, 2013).
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Figura 9: llustracdo demonstrativa do solo rochoso, do aspecto agressivo e da vegetacdo do bioma Caatinga.
Fonte: SOUZA, P. G. V. D., 2013

Bioma Caatinga
Caatinga Biome
Area total/ T

B Bioma Amazénico/Amazon Biome
Bioma Cerrado/ Cerrado Biome

M Bioma Pantanal/ Pantanal Biome
Bioma Caatinga/ Caatinga Biome

M Bioma Mata Atldntica/ Atlantic Forest Biome

M Bioma PampaPampa/ Biome

Fonte: Ministério do Meio Ambiente

Figura 10: Localizag&o e distribuicdo da vegetagdo da Caatinga no Nordeste Brasileiro.
Fonte: Souza, P.G.V.D., 2013.

Este ecossistema, com alta diversificacdo, de espécies adaptadas as condi¢bes do solo
e do clima, apresenta cerca de 900 espécies vegetais aproximadamente, sendo 380 desta,
endémicas. Espécies como barriguda, amburana, aroeira, umbu, baralna, manicoba,
macambira, mandacaru e juazeiro, sdo nativas (ZANIRATO, 2010; INSTITUTO
GEOGRAFICO E HISTORICO DO AMAZONAS, 2004).
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Vaérios estudos mostram que plantas da Caatinga apresentam uma alta capacidade
terapéutica, com competéncia para ampliar o arsenal de moléculas bioativas e em conjunto a
este bioma esta a importancia do conhecimento popular que pode auxiliar nesta busca. Varios
estudos populacionais relatam que varias espécies sdo utilizadas para tratar diversas
enfermidades, incluindo doengas de pele, gastrointestinais, infecciosas, entre outras
(CARTAXO; SOUZA; ALBUQUERQUE, 2010; PINHEIRO; COSTA; ARAUJO, 2013).

Em um estudo realizado por Agra, Freitas e Barbosa- Filho (2007) revelaram que 483
espeécies da Caatinga apresentam propriedades bioativa, mas muitas dessas espécies ainda ndo
foram estudadas a nivel de composicao de seus constituintes e de suas atividades bioldgicas.
Além de que é importantissimo compreender o0 bioma, pois ¢é altamente vulnerdvel a acdo do
homem sobre 0 mesmo e as modificacdes dela resultante e hospeda mais de 20 milhdes de
habitantes, que sofrem com as mudancas drasticas de estacdo, principalmente com o periodo
da seca (CARTAXO; SOUZA; ALBUQUERQUE, 2010; PINHEIRO; COSTA; ARAUJO,
2013).

Além do impacto relevante que a vegetacdo da Caatinga vem demonstrando para a
comunidade cientifica, este tem importancia na vida das pessoas que habitam as regiGes com
este tipo de vegetacdo, pois abriga comunidades que retiram dela animais e plantas que sé&o
utilizados para alimentacdo, combustivel, materiais de constru¢cdo e fins terapéuticos
(ALMEIDA et al., 2010).

Diante desta vasta biodiversidade, inimeras espécies tém uma representatividade de
valor inestimado, outras dessas espécies sdo comercializadas em feiras livres como
fitoterapicos, mas algumas poucas destas tém propriedades medicinais conhecidas
(ALBUQUERQUE et al., 2007; CARTAXO; SOUZA; ALBUQUERQUE, 2010). Dentre
todas as classes e espécies de vegetais ja conhecidas podemos destacar a notavel contribuicdo
das plantas superiores (CALIXTO, 2003). Séo cerca de 60 mil espécies de plantas superiores,
onde somente 8% ja foram pesquisados 0s seus metabolitos e pouco mais de 1000 espécies
tiveram suas propriedades medicinais avaliadas (BRASIL, 2006a). O Programa das Nacdes
Unidas para o Desenvolvimento (2010) estima que no bioma Caatinga, possam existir mais de
1500 exemplares de plantas superiores (entre Angiospermas e Gimnospermas).

As plantas superiores desempenham um papel fundamental para o desenvolvimento de
novas drogas, embora sO se tenha 10% da biodiversidade mundial estudada.
Aproximadamente 140 mil metabdlitos intermediarios sdo derivados em sua maioria, de
plantas superiores (CALIXTO, 2003). Esse grupo vegetal, que é composto por 55.000
espécies (SEVERIANO et al., 2010; DUARTE et al., 2004), que apresentam uma
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heterogeneidade de tipos estruturais como, por exemplo, os flavondides, os terpendides e 0s
alcaloides, os quais podem exercer atividades bioldgicas (Tabela 10) (GOTTLIEB; BORIN,
2012; DUARTE et al., 2004).

Tabela 10. Algumas fungGes bioldgicas atribuidas aos produtos naturais.
- armas competitivas contra outros organismos, tais como bactérias, fungos,
plantas, amebas e insetos;

- agentes transportadores de metais;

- substéncias responsaveis por intera¢fes simbidticas entre diversos organismos,
tais como plantas e microbios; nematoides e microbios, insetos e microbios;

- hormonios sexuais (ferorménios);

- eliciadores da diferenciacéo entre e dentro das células;

- excretores de materiais indesejaveis;
- produtos de DNA;
- produtos de reserva para novos caminhos metabolicos.

Fonte: GOTTLIEB; BORIN, 2012. Quimico-biologia quantitativa: um novo paradigma?

Estima- se que 520 novos farmacos aprovados pela Food and Drug Administration
(FDA), aproximadamente 39% tenha partido de recursos naturais. Demonstrando um pouco
mais da importancia desses derivados, 33% dos medicamentos mais prescritos e vendidos no
mundo sdo de origem vegetal. Este percentual atinge a margem de 70% quando essas drogas
séo direcionadas para o combate contra o cancer e infec¢es (CALIXTO, 2003).

Estima- se que 40% dos medicamentos disponiveis, a nivel mundial, foram
desenvolvidos a partir de fontes naturais, onde dessa totalidade 25% foram derivados de
plantas superiores (CALIXTO, 2003). Em meio a essa variedade de plantas superiores do
bioma da Caatinga podemos apontar uma das familias mais importantes que posiciona-se em
sexto lugar quando falamos das maiores familias entre as Angiospermas, ficando atras das
Asteraceae, Poaceae, Fabaceae, Orchidaceae, e Rubiaceae (RADCLIFFE- SMITH, 2001).

Essa familia é a Euphorbiaceae.

2.13 Familia Euphorbiaceae

A familia Euphorbiaceae é composta por 5 subfamilias, 49 tribos, 300 géneros e 8000
especies, entre as familias de plantas com flores, é uma das maiores, de alta complexidade e
diversificada. (SECCO et al., 2012; WMINE; DAMME, 2011). Essa familia esta entre as

mais importantes por apresentar valor econdmico historico, como por exemplo, o género
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Hevea brasiliensis (seringueira) (Figura 11. A, B, C.), o qual economicamente fez parte do
clico da borracha, no Brasil, no século XX e a Manihot esculenta (macaxeira) (Figura 11. D,
E, F.) que esta entre 0os mais importantes alimentos (SECCO et al., 2012). E mais
recentemente a Jatropha curcas (pinhdo-manso) (Figura 11. G, H, l.) que esta sendo
empregada no processo de producédo do biodiesel (GARG; KHATRI; GANDHI, 2011).

Figura 11: Espécies da familia Euphorbiaceae que apresentam importancia econdémica. (A) Coleta do latex de
uma seringueira, (B) Seringueira, (C) Desenho das folhas e sementes da seringueira. (D) Pé de macaxeira, (E)
raiz de macaxeira, (F) Desenho do pé de macaxeira. (G) Folhas e sementes do pinhdo- manso, (H) Plantio de
pinhdo- manso, (1) Desenho da folha e da semente do pinhdo- manso.

Fonte: SOUZA, P.G.V.D., 2013.
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No Brasil, a familia é representada por mais de 1000 espécies, dentro de 80 géneros
(SATIRO; ROQUE, 2008). No Nordeste a familia é registrada com uma das mais
importantes do semi-arido e se distribui em 211 espécies e 45 géneros (LUCENA; ALVES,
2010). Na caatinga possuem 17 espécies endémicas como representante das Euphorbias
(SATIRO; ROQUE, 2008).

As Euphorbiaceas exibem importancia terapéutica e caracteristicas peculiares que
atribuem a esta familia uma excelente atividade medicinal. Por apresentarem ampla
distribuicdo em todas as regifes tropicais de todos os continentes, a familia apresenta
caracteristicas de sobrevida excepcional, como adaptacBes climéticas, altas cargas de
mutacdes, além dos estimulos ambientais. A disposicdo para sofrer adaptacdes, atribui a esta
familia a capacidade de produzir diversos metabdlitos secundarios (WMINE; DAMME,
2011). Compostos tais como fenois, ésteres, ricina, flavonoides, saponinas, terpenos,
alcaldides e taninos foram encontrados em espécies desta familia e relatados por Kiem et al.
(2009); Duarte; Lager; Ferreira (2008); Gressler et al. (2008); Yang et al. (2007); Goel et al.
(2007); Liu et al. (2007) e Rossi et al. (2003) respectivamente.

Os achados de inumeros pesquisadores em nivel de moléculas derivadas do
metabolismo das Euphorbiaceas demonstram a alta eficiéncia desses derivados, ao
desempenhar funcdo medicinal, j& que esses metabdlitos sdo produzidos pelas plantas para
desempenharem papel protetor contra as adversidades encontradas no ambiente em que
vivem. (WMINE; DAMME, 2011). Assinalando assim, um bom ponto de partida para uma
pesquisa de novos fitoterapicos os quais possam ser utilizados na medicina humana e
veterinaria ou ainda na agricultura contra pragas.

Espécies com caracteristicas herbaceas, arbustivas e arboéreas, podem ser incluidas na
familia das Euphorbiaceae. As suas folhas podem estar dispostas de formas alternadas e
opostas ou ainda verticiladas, com margens denteada, lobuladas, palmatolobadas, de estipulas
livres e glandulas foliculares aparentes. Podem apresentar de forma unissexuada ou
bissexuada (didica ou monoica). Possuem inflorescéncias terminais ou axilares, racemosas ou
cimosas. Seus caules sdo ricos em latex ou resina. Quanto as flores possui perianto com
segmentos livres, tricarpelados e estigmas proeminentes. J& os frutos sdo equizocarpaceos ou
capsuldides (FELIU, 2011), com deiscéncias explosivas (SATIRO; ROQUE, 2008). E uma
semente por léculo (FELIU, 2011).

Muitas espécies de Euphorbiaceae sdo alvos de muitos estudos cientificos e sdo
designadas para numerosas finalidades como alimentacdo, ornamentacdo, predecessor de

compostos quimicos, lubrificantes, resinas, além das utilidades medicinais. O latex que essas
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espécies produzem apresentam grandes concentracdes de diterpenos de carater complexo,
estes apresentam atividades bioldgicas diversas como citotdxica, anti-inflamatdria, analgésica,
antiespasmadica, antitumoral, etc. Outras substancias bem caracteristicas desta familia séo os
esterdides, lectinas, as hemaglutininas e compostos cianogénicos (FELIU, 2011).

A familia Euphorbiaceae tem um amplo espectro na sua utilizacdo na medicina
alternativa, bem como o género que também estd compreendido nesta familia, Cnidoscolus,

género este que € bastante citado em estudos etnofarmacoldgicos.
2.14 O Género Cnidoscolus sp

Este género proposto por Pohl (MELO; SALES, 2008), apresenta uma distribuicdo por
todo o territdrio brasileiro no Norte (Pard, Tocantins), Nordeste (Maranhdo, Piaui, Ceara, Rio
Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Bahia, Alagoas, Sergipe), Centro-Oeste (Mato
Grosso, Goids, Distrito Federal, Mato Grosso do Sul), Sudeste (Minas Gerais, Espirito Santo,
Sédo Paulo, Rio de Janeiro) e no Sul (Parand) Figura 12 (CORDEIRO; SECCO, 2012).

.

e

Figura 12. Distribuicio geografica do género Cnidoscolus sp no Brasil. Areas coloridas nas cinco regides
(Norte, Nordeste, Centro- Oeste, Sudeste e Sul) do Brasil demonstram a presenc¢a do género.

Fonte: CORDEIRO; SECCO, 2012. Cnidoscolus in Lista de Espécies da Flora do Brasil. Disponivel em:
http://floradobrasil.jbrj.gov.br/2012/index?mode=dp&tid=17491.
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Cnidoscolus, do grego: knide = urtiga, skolos = ponta, s&o popularmente conhecidos
como ‘“‘urtiga” seus representantes sdo encontrados principalmente na América tropical, e
praticamente predominantes no México e no Nordeste Brasileiro. Para este género sao
relatados cerca de 50 a 75 espécies. Uma das caracteristicas peculiares deste género é a
presenca de tricomas urticantes, 0s quais provocam irritacbes severas (PEIXOTO
SOBRINHO et al., 2012a).

A maioria dos Cnidoscolus sp apresentam-se como arbustos, mas algumas espécies
podem chegar a atingir estatura de arvores, seus caules geralmente sdo consistentes e tmidos
com capacidade de armazenar grande volume de &gua (MAHR, 2009). Caracteristicas
propostas por McVaugh, Miller; Webste, Punt, Nowicke, Webster; Rupert, entre tantos
outros, distinguem este género de outros como a Jatropha, o qual por muitos anos foram
bastante confundidos (MELO; SALES, 2008).

Assim, Cnidoscolus sp exibe em sua anatomia, um Unico invélucro floral, glandulas
peciolares e seus estiletes sdo multifidos e filiformes. Também acrescentaram informacdes
sobre as caracteristicas morfoldgicas do polen, que em Cnidoscolus eles sdo porados, com trés
nacleos. Sobre o peciolo, possuem sete feixes vasculares livres. Seus laticiferos séo
articulados (MELO; SALAS, 2008).

Estudos sobre o perfil fitoquimico, a partir de extratos metandlicos, deste género
revelaram a presenca de cumarinas, flavondides, taninos, fendis e terpendides como
metabolitos secundarios (PEIXOTO SOBRINHO et al., 2012 b). Vérias sdo as doencas em
gue os Cnidoscolus sdo indicados através dos conhecimentos populares, essas indicacdes
incluem atividades anti-inflamatéria (ALBUQUERQUE, 2006), antitumoral, para tratamento
do sistema genito-urinario, como anti-séptico e no tratamento de infec¢bes renais, lesdes
dermatoldgicas e oftalmicas, contusdes, fraturas, ferimentos, verrugas, disenteria, hemorragia,
apendicite, reumatismo (PEIXOTO SOBRINHO et al., 2012a; ALMEIDA et al., 2005) e
contra micoses (ALBUQUERQUE et al., 2007). Além da empregabilidade que o género
apresenta na medicina caseira, este ainda pode ser utilizado como forrageiras, oleifera,
laticifero e ornamental (MELO; SALES, 2008).

No estado de Pernambuco o género € representado por oito espécies, segundo Melo e
Sales (2008), C. bahianus (Ule) Pax & K. Hoffm., C. loefgrenii (Pax & K. Hoffm.) Pax & K.
Hoffm., C. obtusifolius Pohl, C. oligandrus (Mull. Arg.) Pax, C. quercifolius Pohl, C. urens
(L.) Arthur, C. urnigerus (Pax) Pax e C. vitifolius (Mill.) Pohl. C. urens ocorre praticamente
em todos os biomas, C. leofgrenii pode ser encontrado na Zona da Mata e Caatinga, C.

quercifolius, C. obtusifolius, C. vitifolius, C. bahianus e C. urnigerus, com resistro na
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Caatinga e C. oligandrus presente somente na Zona da Mata (MELO; SALES, 2008). No
entanto, Peixoto Sobrinho et al. (2011), traz a informacdo que na Caatinga, 0 género é
representado por quatro espéces que se destacam por apresentar uma imensuravel
diversificacdo quanto a sua utilizacdo, entre elas, C. infestus Pax & K. Hoffm., C. pubescens
Pohl, C. quercifolius Pohl e C. urens (L). Arthur.

Apresentando utilizagdo na medicina popular, de uso comum no Nordeste e em outras
regides do mundo e sempre citada em levantamentos etnobotanicos, a espécie C. urens se

destaca dentro do género.

2.15 Espécie Cnidoscolus urens (L.) Arthur

Largamente distribuida em todo territério brasileiro, chamada popularmente por
cansancdo, arrediabo, cansancdo de leite, pinha queimadeira, urtiga de maméo, urtiga
cansangdo ou simplesmente urtiga, 0 Cnidoscolus urens é uma planta invasora (SATIRO;
ROQUE, 2008).

Esta espécie pode variar de subarbustos a arbustos, medindo entre 0,5- 2,5 m de altura
(SATIRO; ROQUE, 2008). E uma espécie nativa do Brasil e apresenta distribuicio geografica
nas regides do Nordeste (Piaui, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Bahia, Cear3,
Alagoas, Sergipe), Centro-Oeste (Mato Grosso, Goids, Distrito Federal), Sudeste (Minas
Gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo, Rio de Janeiro) e Sul (Parana) (Figural3) (CORDEIRO;
SECCO, 2012).

! \

Figura 13: Distribuicdo geografica da espécie de C. urens no Brasil. Areas coloridas nas quatro regides
(Nordeste, Centro- Oeste, Sudeste e Sul) do Brasil demonstram a presenca da espécie.

Fonte: Cordeiro; Secco, 2012. Cnidoscolus in Lista de Espécies da Flora do Brasil. Disponivel em:
http://floradobrasil.jbrj.gov.br/2012/index?mode=dp&tid=17495.
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A espécie é bastante conhecida pela presenca de pélos urticantes chamados de
tricomas urticantes, que sdo quebradigos e quando o tricoma € quebrado ocorre uma liberagéo
instantanea de cristais de oxalato de calcio os quais provocam irritacbes quando em contato
com a pele (MALHEIROS, 2012).

O Cnidoscolus urens tem como caracteristica que auxiliam no seu reconhecimento,
numerosas glandulas papiliformes na juncdo do peciolo com a lamina, perianto das flores
pistiladas com segmentos livres ou raramente unidos (MELO; SALES, 2008). As folhas da
espécie sdo membranaceas, lamina foliar lobada, ovada, com lobos centrais e laterais, da apice
agudo e margens serradas, estipulas triangulares. A inflorescéncia com 16 dicasios, bracteas,
apice agudo e bubescente. Suas flores estaminadas e pistiladas, sesseis, calice tubular-
hipocrateriforme, lobos elipticos a oblongos, glabros, ndo urticantes, com disco nectarifero
proeminente, estames em 10 e desprovidas de odor (ARAUJO; LEAL; QUIRINO, 2012;
SATIRO; ROQUE, 2008). Quanto as sementes, sdo ditas oblongas, do tipo capsula que se
abrem para dispersdo das sementes odor (ARAUJO; LEAL; QUIRINO, 2012) (Figura 14).

Figura 14: Imagens de C. urens. (A) Flor de C. urens, (B) Planta inteira de C. urens, (C) Desenho do caule,
folha, flor e fruto de C. urens, (D) Fruto de C. urens, (E) Sementes de C. urens, (F) Galhos de C. urens.
Fonte: SOUZA, P.G.V.D., 2013.

A ocorréncia de C. urens se da durante todo o ano e as maiores floragdes juntamente
com a frutificagdo ocorrem durante os meses de abril e julho, mas durante os outros meses
podem-se encontrar arbustos floridos, essa constante floracdo atribui a espécie importantes

recursos alimentares. Assim sendo, espécies com periodos prolongados de floracdo e
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frutificacdo atribuem importantes fontes alimentares, ja que ofertam estes recursos durante
todo 0 ano (ARAUJO; LEAL; QUIRINO, 2012).

Estudos prévios de Peixoto Sobrinho et al. (2012a) identificaram a presenca de
antocianinas, derivados de antragquinonas, antraquinonas, cumarinas, flavonodides, taninos,
triterpenos, esterdides, mono e diterpenos, xantinas pela extracdo com metanol de partes
aéreas de C. urens e na extracdo da raiz, pelo mesmo processo foram identificados derivados
de antraquinonas, cumarinas, lignanas, mono e diterpenos, saponinas, triterpenos e esteroides.

Esta espécie nativa revela-se de grande acuidade, sendo a mais relatada em estudos
etnofarmacoldgicos, onde populares utilizam suas raizes e cascas do caule para tratamento das
mais diversas doencgas, pois acreditam que esta espécie tem um potencial terapéutico contra
canceres, processos inflamatérios variados, dores generalizadas, problemas renais, disenteria,
hemorragias, apendicite e reumatismo (AGRA et al., 2007b; ALBUQUERQUE, 2006;
ALBUQUERQUE et al., 2007).

Os conhecimentos populares sdo estimulos que incentivam a ampliacdo dos
conhecimentos sobre as acdes biologicas e mecanismos, apontando o potencial terapéutico
qgue C. urens desempenha. Assim faz- se importante a realizacdo de novos estudos ndo so
sobre a espécie, mas também sobre a familia, pois sua presenca é notada em estudos

etnobotanicos realizado por todo o Nordeste.
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3.0BJETIVOS

3.1 Geral

Determinar o perfil fitoquimico e avaliar a atividade antitumoral in vivo e in vitro dos

extratos aquoso e etandlico da planta Cnidosculos urens.

3.2 Especificos

Determinar o perfil fitoquimico das fragfes acetato de etila, N.- butandlica e aquosa de
extratos de C. urens;

Averiguar a capacidade antioxidante dos extratos aquoso e etanolico de C. urens;

Avaliar o efeito de citotoxicidade in vitro dos extratos aquoso e etandlico de C. urens
frente a linhagem celular HELA;

Averiguar a atividade inibitoria dos extratos aquoso e etanolico de C. urens frente a
tumor sélido decarcinoma de Ehrlich;

Verificar o perfil hematoldgico nos grupos experimentais com tumores solidos
induzidos e tratados com os extratos aquoso e etandélico de C. urens;

Analisar o perfil bioquimico nos grupos experimentais com tumores solidos induzidos

e tratados com 0s extratos aquoso e etandlico de C. urens.
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4.ARTIGO

Artigo: In vitro and in vivo antineoplasic activity of Cnidoscolus urens (L).

Arthur extracts.
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ABSTRACT

Ethnopharmacological relevance: Brazil comprises 20% of biodiversity in the world and one
the six major biomes, the Caatinga, is a highly threatened biome, covering an area of 60% in
Northeast region, totally restricted this country. Cnidoscolus urens is a plant commonly

known as “urtiga” by rural community of Northeast of Brazil.

Materials and Methods: Aqueous and ethanolic extracts were obtained from total parts of C.
urens. Ehrlich carcinoma (EC) solid tumor were induced in mice and then treated with
aqueous or ethanolic extracts at 200 mg / kg. Tumor weight, biochemical and hematological
parameters of the animals were analyzed. Toxicity of the extracts was tested antineoplastic in
vitro test HELA cells and antioxidant activity was accessed by 1,1- diphenylpicrylhydrazyl
(DPPH) method in different concentrations 50, 100, 200 e 500 pg/mL of extracts.

Phytochemical screening of C. urens was realized by Yhin Layer Chromatography (TLC).

Results: Flavonoids, terpenoids, coumarins and reducing sugars were found in aqueous, ethyl
acetate and N-butanolic extracts the C. urens. Aqueous and ethanolic extracts at 200 mg / kg
were effective in inhibiting the tumor growth 84.4% and 79.2%, respectively and no adverse
side effects due to the treatment were observed in biochemical urea, creatinine, total
cholesterol, HDL-cholesterol, glucose and triglycerides and hematological red and white
blood cells and hemoglobin parameters. C. urens extracts did not show any in vitro toxicity
effect against HELA, however showed great antioxidant potential > 50% at 50, 100, 200 and

500 pg/ mL.

Conclusions: Agueous and ethanolic extracts of C. urens has an excellent antitumoral effect
and could explain the basis for traditional use to treatment of cancer by rural community of

Northeast of Brazil.

Keywords: Cnidoscolus urens, antitumoral activity, EC solid tumor, antioxidant, HELA cells,

toxicity.
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1. INTRODUCTION

Cancer is a particular group of diseases, characterized by uncontrolled cellular growth,
tissue invasion and metastases (Dashora et al., 2011). This is one leading causes of death in
world and accounted for 7.9 million deaths in 2007, with 38% in developed countries and
62% in developing countries. Projections to 2030 show that almost 21.4 million of new cancer
cases and more 13.2 million deaths will occur worldwide (GLOBOCAN, 2008). In Brazil, a

developing country, cancer is responsible for 172,044 deaths in 2010 (INCA, 2010).

Chemotherapy is an effective treatment against various types of cancer singly or in
combination with surgery and radiotherapy. However, chemotherapeutic effects of most the
drugs showed a limited efficacies due to the development of many side effects (Asirvatham
et al., 2012). This have been stimulated to evaluate new products against cancer capable of to
cause less serious side effects. The plant kingdom is a potential source of bioactive
compounds with antitumor activities and traditionally various plants have been used in the
treatment of cancer (Aranjani et al., 2013; Noolu et al., 2013; Servin Wesley et al., 2013;
Ramasamy et al., 2013; Arsivathan et al., 2012; Jeevananthan et al., 2011; Kundusen et

al., 2011; Sreelatha; Padma; Umasankari, 2011).

Brazil comprises 20% of biodiversity in the world and the six major biomes (Amazon,
Atlantic Forest, Pantanal, Cerrado, Caatinga and Pampa) comprise the highest levels of
diversity in the on world (Pillati et al., 2011). The Caatinga vegetation is a highly threatened
biome, covering an area of 60% in Northeastern region of Brazil. This ecosystem is
dominated by one of the few types of vegetation whose distribution is totally restricted to the

country (Silva et al., 2012).

Euphorbiaceae is a family of plants which has high medicinal use, as well as the genus

Cnidoscolus, popularly known as “urtiga” or “favela”, and highly cited due its properties.
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This genus has 50 to 75 representatives, whose characteristic is the presence of stinging
trichomes that when stimulated by contact with skin, can cause severe and localized pain
(Satiro and Roque, 2008; Melo and Sales, 2008). In the Caatinga biome the genus is
represented by various species, among them Cnidoscolus urens (L). Arthur (Sobrinho et al.,
2012). Popularly this species have been used orally for the treatment of hemorrhage,
inflammation, antiseptic, for treat kidney infections and antitumoral in the Brazilian region
Northeastern (Sobrinho et al., 2012; Albuquerque and Andrade, 2002; Sobrinho et al.,

2011).

This study was carried out to evaluate the antitumoral activity of the ethanolic and
aqueous extracts of total plant of Cnidoscolus urens against in vivo Ehrlich tumor solid model

and in vitro toxicity of HELA cells and determine the antioxidant activity of these extracts.

2. MATHERIALS AND METHODS

2.1. Chemicals

1,1-diphenylpicrylhydrazyl (DPPH), Neutral Red, 3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
Diphenyltetrazolium Bromide (MTT), 5-Fluorouracil (5-FU) and standard for Thin layer
chromatography (TLC) was purchased from Sigma-Aldrich Chemical Company, St. Louis,
MO. Solvents for this work were purchased from Merck, Darmstadt, Germany. All the

chemicals were of analytical grade.
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2.2. Collect of Botanical Material

Plants of C. urens were collected in Caruaru, Pernambuco, Northeasth of Brazil. A
sample of collected material is archived as voucher specimen number 84.190, at the
herbarium of Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA).

The total plant (root, stems, leaf, seeds and flowers) materials were dried at room

temperature and utilized for preparations of extracts.

2.3. Preparation of Extracts

Agueous Extract: Dried plant material 100g were homogenized for 1 hour in a
mechanical stirrer with 200 mL of water, kept under refrigeration (4 — 10°C) during 24 hours
and filtered with Whatman filter paper (No. 1). This process was repeated twice more. The
extract was lyophilized (Liofilizador L101, LIOTOP®, S&o Paulo, Brasil).

Ethanolic Extract: 100g of dried plant material were homogenized for 1 hour in a
mechanical stirrer with 200 mL of absolut ethanol, kept under refrigeration (4 — 10°C) and
filtered with Whatman filter paper (No. 1). The extract was concentrated to dryness, by rotary
evaporator pressure Buchler Instruments, Fort Lee, NJ, USA.

Screenig Extract: 50g of dried plant material were homogenized for 20 minutes in a
mechanical stirrer with 100 mL of methanol in ebulition and filtered with Whatman filter
paper (No. 1). The extract was concentrated to dryness, by rotary evaporator pressure Buchler
Instruments, Fort Lee, NJ, USA, and resuspended in water. The aqueous extracts (AQ)
obtained was subjected to partition into separatory funnel with an equal volume of ethyl

acetate (EA). Obtaining 2 phases, where the EA phase was separated. This process was
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repeated twice in order to obtain 2 fractions: Aq and AE. The EA fraction was reserved and
Ag was used to obtain N-butanolic fraction that was performed in the same manner fraction

AE. At the end was obtained three fractions: Aq, EA and N-bu.

2.4. Phytochemical Screening of Cnidoscolus urens

Thin layer chromatography (TLC) assays were performed for qualitative detection of
the substances contained in C. urens. Samples of ethanolic and aquous extracts were applied
to specific Merck silica gel Fgsa4366 chromatoplates developed in ascendenting
unidimensional, according Wagner (1996). Spots were revealed by spraying and revealing
specific followed by visualization under UV light of wavelength of shorter (256 nm) and long
(366 nm). The results were compared to the standards specific for each metabolite analysis.

2.5. Animals

The study was carried out with adult male albino Swiss mice (30 + 5g), obtained from
Biotherium of Laboratory of Immunopathology Keizo-Asami (LIKA), UFPE, Brazil. There
were housed at a temperature of 22 + 2°C with a schedule of 12 hours light and 12 hours dark
cycle. Mice were allowed to feed on chow (Labina®, Purina, Brazil) and water ad libitum. All
experiments reported herein are in accordance with the Animal Care and Use Committee at
the Federal University of Pernambuco n° 23076.041082/2011-25 and Guidelines for Care and

Use of Laboratory Animals.
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2.6. Acute Toxicity in Mice

Acute Toxicity study performed as per Organisation for Economic Co- operation and
Development (OECD Guidelines) (OECD, 2004). Swiss Albino mice of either sex were used.
The animals were fasted for 4h, but allowed free access to tap water throughout. Dose
maximum of the extracts of Cnidoscolus urens were from 2000 mg/kg through the
intraperitoneal route of administration. The mices were observed continuously for behavioral
changes for the first 4 h and then observed for mortality if any 24 h after the extract

administration.

2.7. Antitumoral Activity of Extracts of Cnidoscolus urens in Mice

Ehrlich carcinoma (EC) solid tumor cells were supplied by the Department of
Antibiotics, UFPE, Brazil. The cells were maintained in vivo in mice by intraperitoneal
transplantation. EC cells aspirated from the peritoneal cavity of mice were washed with saline
and injected subcutaneously to develop EC solid tumor. For the experimental tumor induction
mice were injected with EC (5.0 x 107), subcutaneously in the left footpad to obtain the EC
solid tumor (Stock; Clack; Philip, 1955).

The mice (n=36) were divided into 6 groups (n=6, for group) as follows:

Group (1) — Control mice without induction of tumor, receiving saline solution 0.9%, named
normal control (NC);
Group (I1) — Control mice with induction of tumor, treated with saline solution 0.9%, named
saline treated (Saline);
Group (I11) — Control mice with induction of tumor, treated with 5-FU (20mg/kg- according

to the manufacturer), named 5- FU treated;
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Group (1V) — Group of mice with induction of tumor, treated with aqueous extract 200mg/kg,
named aqueous fresh treated (Ag200);
Group (V) — Group of mice with induction of tumor, treated with ethanolic extract 200mg/kag,
named aqueous dried treated (EtOH200).

All the groups were treated for seven days, beginning after the tumor inoculation. On
the 8" day, after fasting overnight, all mice were anaesthetized with urethane 1.25g/kg and
blood samples were withdrawn by retro-orbital venipuncture technique. After, all mice were
euthanized by cervical dislocation and the tumor, liver, kidney and spleen were collected and
weighed.

The blood was stored in two separate tubes: (1) containing the anticoagulant
ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) and other (2) without anticoagulant, called dry tube
(VACUETTE™, Greiner, Kremsmunster, Austria). The dry tube was immediately centrifuged
2500 rpm / 15 min to obtain serum. Serum was utilized for determination of levels of glucose,
total cholesterol, HDL-cholesterol, triglycerides, urea, creatinine, total protein, albumin and
globulin by chemical automatic analyzer (COBAS® 6000, Roche Diagnostics, England). The
tube containing EDTA was used to determine the hemathological parameters: total white
blood cell (WBC), red blood cell (RBD) and hemoglobin (Hb) were determined by standard
method using haemocytometer (SYSMEX XT-4000i"™, Sysmex Corporation, Curitiba,

Brazil).

2.8. Antiproliferative Activity of Extracts of Cnidoscolus urens in HELA Cells

Antiproliferative activity of extracts of C. urens were assessed by cell culture method

used to HELA cancer cells line. The cells were obtained from the Cell Bank of the Rio de

Janeiro, Brazil. The HELA cells were maintained in 90% Dulbeccos’s Modified Eagle
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(DMEM) supplemented with 2mM L-glutamine, peniciline 100 1U/mL, streptomycin

25mg/mL and 10% heat-inactivated fetal bovine serum.

The cell viability was assessed by Trypan Blue staining with assistance of an inverted
microscope. The cell suspension 105 cells/mL was plated in 96-well flat bottom plates 220
uL/well. Cells were allowed to adhere to the wells overnight, and then the extracts of C. urens
were added to triplicate wells 22uL/well. These plates were incubated at 37 °C, 5% CO, for
72 hours, then assayed from growth inhibition using a colorimetric method of MTT,
according to protocol of National Cancer Institute. The percentage of cell viability was

calculated as (ABSnean extract wells x 100 / ABSyean control well).

2.9. In vitro Antioxidant Activity of Extracts of Cnidoscolus urens

The method was carried out as described by Brand- Williams, Cuvelier and Berset
(1995). Various concentrations 50, 100, 200 and 500 pg/mL of the ethanolic or aqueous
extracts fresh and dried of total plant of C. urens were used. The DPPH solution 150 uM was
prepared with methanol solvent. The assay mixture had a total volume of 1 mL (500uL of the
extract + 500uL of DPPH solution). a-tocopherol was used as the positive control. After 30
min incubation at 25 °C, the absorbance was measured at 490 nm (ELx 800uv Universal
Microplate Reader, BIO-TEK INTRUMENTS, INC., Vinooski, VT). The radical scavenging

activity was calculated from the equation:

% Scavenging = [(Acontrol - Asample) /Acontrol] x 100
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2.10. Statistical Analysis

Data were expressed as mean * standard deviation (SD). Statistical significance was

determined by one-way ANOVA followed by Turkey’s tests. P <0.05 implied significance.

All analyses were carried out using software PRISMA (GraphPad Software, Inc., San Diego,

CA, version 5.01).

3. RESULTS

3.1. Phytochemical Screening

The synopsis of the simple qualitative and semi quantitative analysis carried out on the

Cnidoscolus urens is shown in Table 1.

3.2. Acute Toxicity

Intraperitoneal administration of a maximum dose 2000 mg/kg of the Cnidoscolus

urens did not result in any mortality or observable behavioral changes such as writhing,

gasping, palpitation, and decreased respiratory rate, in the treated mice.

3.3. Antiproliferative Effect of Cnidoscolus urens Extracts

As shown in (Figure 1) the Ag200 and EtOH200 extracts of C. urens exhibited no

satisfactory growth and inhibitory activity against a HELA cells. However, aqueous extract

showed greater inhibition of cell growth by the MTT method (Figure 1A) and ethanolic
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extract was more effective during antiproliferative activity with neutral red method (Figure

1B).

3.4. Antitumor Activity of Cnidoscolus urens Extracts

After induction of EC solid tumor, the footpad thickness curve presented a
significantly behavior from the fourth day post inoculation (Figure 2A). The saline treated
group (negative control) showed significant differences in tumor growth between 6™ and 8"
days. There was a significant reduction of tumor growth in mice treated with 5-FU, Agq200

and EtOH200 at 6™ and 8™ day, different from control group that increased the tumor weight.

The EC solid tumor weight in the saline treated group was 2.31 + 0.35¢g (Figure 2B).
The treatment with Ag200 and EtOH200 showed a significant antitumor activity which was
further evidence by percentage reduction (84.4% and 79.2%, respectively). Administration of
5-FU, a commercial drug for treatment of cancer, also lowered tumor weight in 65.4%.
However, treatment with Aq200 was significantly (P<0.05) greater than the treatment with 5-
FU.

The antitumor nature of Aq200 and EtOH200 was accompanied by the significant
reduction in organ weights of animals treated with the extracts (P<0.05 compared to EC solid
tumor bearing mice). It was also supported by the significant reduction in liver EtOH200 and
kidneys Ag200 and EtOH200 in the extracts treatment when compared to the EC solid tumor
treated with saline, named Saline Group (Table 2).

Urea, creatinine, total cholesterol, HDL-cholesterol and triglycerides were
significantly decreased in animals treated with Ag200 as compared to the saline treated group

(Table 2). The glucose levels alteration were significantly in all groups with EC solid tumor,
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and treatment with Ag200 was able to reverse this condition. The 5-FU is a potent agent
against tumor (Figure 1B), however, biochemical parameters such as urea, creatinine, total
cholesterol, HDL-cholesterol and triglycerides were higher in this group as adverse effects.
These parameters were significantly (P<0.05) lower in the groups treated with Ag200 when
compared with the group treated with 5-FU. The treatment with EtOH200 showed a
significant reduction in the creatinine, total cholesterol and triglycerides levels when
compared with the 5-FU group.

The time of tumor development 8 days was probably not sufficient to cause
significantly alterations of the white blood cells (Table 3). Also, the treatment with 5-FU
promoted significant (P<0.05) decreasing in white blood cells number when compared to the
saline treated group. The Aq200 and EtOH 200 showed significantly increased in the

parameter when compared to the 5-FU treated group.

3.5. Antioxidant Activity of Cnidoscolus urens Extracts

Antioxidant activity of the a-tocopherol and extracts of Cnidoscolus urens were tested
using DPPH method and the results are presented in the Figure 3. The extracts of C. urens
showed activity with DPPH. However, these differences were significantly lower than the a-

tocopherol. Ag200 at 500ug/mL showed better antioxidant activity than EtOH200(P<0.05).

4. DISCUSSION

Bioactive products of plants have served as a good source of antitumor treatment.

Recently, several studies have been conducted and a large number of plants possessing

anticancer properties have been documented (Aranjani et al., 2013; Noolu et al., 2013;



79

SOUZA, P.G. V. D. “ Avaliacdo da acdo antitumoral de Cnidoscolus urens...”

Servin Wesley et al., 2013; Ramasamy et al., 2013). Whole Cnidoscolus urens was

traditionally used for treatment of cancer in the northeaste brazilian population.
Administration of the Ag200 and EtOH200 extracts of C. urens for 8 days showed an
expressive and significant antitumoral activity. These results corroborate Ribeiro et al.
(2012). The authors also reported the antitumor activity of aqueous and ethanolic extracts of
another plant: Arrabidaea chica in treatment for EC solid tumor. The treatment with Aq200
extract of C. urens was a significantly better in decreasing the tumor growth in comparison
with treatment of 5-FU.

Elevated triglycerides levels were observed in EC solid tumor group in comparison to
the normal control group. This finding may be related to changes in lipid metabolism that
occurs during cancer development, where a defect in clearance, due to the decrease in the
activity of adipose tissue LPL, may be responsible for the early development of
hypertriglyceridemia during tumor growth (Lana-Jacoby et al., 1984). The treatment with
AQg200 and EtOH200 extracts of C. urens showed reduction of serum triglycerides and total
cholesterol. The previous biochemical studies supported properties of bioactive plant
compounds that can contribute to the lipid profile ameliorating (Kumar et al., 2011;
Ramachandran et al., 2012).

Elevated urea and creatinine levels are well reported as one of the most sensitive
markers of kidney damage (Omara et al., 2012). In the serum of EC solid tumor animals urea
showed elevated, indicating kidney damage in these groups. After 8 days of treatment of
aqueous extract of C. urens, the levels of urea significantly decreased and this result clearly
indicates that Ag200 possess effectiviness to improve kidney damage in EC solid tumor
animals.

Decrease in glucose level is a characteristic feature of all types of tumor (Reinhold et

al., 1991). This may be attributed to the multiplication of cells requiring more glucose to
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produce energy in cancer cells (Bartrons & Caro, 2007). Treatment with Aq200 C. urens
extract increased glucose levels with treatment after 8 days, corroborating with decreasing in
a multiplication of EC solid tumor cells in vivo model.

The time of tumor development, 8 days, was probably not sufficient to cause
alterations of the white blood cells (WBC). The results corroborate those of Ribeiro et al.,
(2012), that after 12 days of EC solid tumor induction observed no changes in the total
number of white blood cells. Also, the treatment with 5-FU, promoted significant (P<0.05)
decreased in white blood cells number. The myelosupression and anemia are the great
problems caused by tumors and the anemia encountered in EC solid tumor animals is mainly
due to reduction in red blood cells (RBC) or hemoglobin (Hb) percentage and this may occur
either due to iron deficiency or due to hemolytic or myelopathic conditions (Sreelatha et al.,
2011). Similar results were showed in animals with EC solid tumor in the present study. The
treatment with AQ200 extract promoted a reverse condition for these hematological
parameters, suggesting that the aqueous extract of C. urens may possess protective action on
the hematopoietic system.

Aqueous and ethanolic extracts of C. urens exercised the antioxidant potential and
previous studies showed that the antitumoral activity of plant extracts may be attributed to the
antioxidant principles present in the extract (Sreelatha et al., 2011). These findings in the
present study are consistent with the earlier reports, which support the antioxidant activity of
C. urens (Sobrinho et al., 2011).

Cytotoxic activity of the extracts was determined according to NCI scale. Extracts are
considered without cytotoxic activity when inhibition percentage range was 1-20%, with little
activity when such percentage was between 20 and 50%, moderate activity when the
inhibition was 50 to 70% and high activity when the inhibition range was 70 to 100%. Thus,

aqueous and ethanolic extracts had their cytotoxicity evaluated by two different
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methodologies, MTT (access cell with active mitochondrial metabolism) and Neutral Red
(water soluble which accumulates in lysossomes viable cells). Both extracts showed little
cytotoxic activity at the highest concentration (100 pg) by MTT and Neutral Red dyes,
similarly to observed by Sobrinho et al. (2011).

The preliminary phytochemical screening of Cnidoscolus urens indicated the presence
of various compounds. A number of studies reports indicate certain terpenoids, and phenolic
compounds such as tannins, coumarins and flavonoids have a chemo preventive role in cancer
through their effects on signal transduction in tumor cell proliferation and many of such
compounds are known to possess potent antitumoral activity (Weber et al., 1996; Blois,
2002). The biochemical studies supported its antioxidant properties and preliminary
phytochemical screening showed compounds that can contribute to the in vivo antitumor

activity of C. urens extracts.

5. CONCLUSION

The aqueous and ethanolic extracts of Cnidoscolus urens were effective in inhibiting
the growth of Ehrlich solid tumor models and no adverse side effects due to treatment were
observed. However, the cytotoxicity of Cnidocolus urens extracts in HELA cells showed no
in vitro antiproliferative activity. The biochemical studies supported its antioxidant properties
and preliminary phytochemical screening showed the presence of flavonoids, terpens,
coumarins and reducing sugar that can contribute to the in vivo antitumor activity of
Cnidoscolus urens extracts. Cnidoscolus urens merites further investigation in a tumor model
to elucidate its mechanism of action and isolation of its active constituents may prove

rewarding in cancer treatment.
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Figurel.Antiproliferative activity of extracts of Cnidoscolus urens in HELA cells by MTT

method (A) and Neutral Red method (B). 'P<0.05 for all analysis as compared with Ag200

group.
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Figure 2. Effect of C. urens extracts on footpad thickness (A) and EC solid tumor weight (B).
Data are reported as the mean £ S.D. Statistical differences from the controls were determined
by ANOVA followed Tukey’s Test. *P<0.05 for all groups as compared saline treated group
(negative control); "P<0.05 for all groups as compared with 5-FU treated group.
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Figure 3. Radical scavenging activity of Cnidoscolus urens extracts by DPPH method.
*P<0.05 for all analysis as compared with a-tocopherol; TP<0.05 for all analysis as compared

with Ag200 group.
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Table 1. Phytochemical screening of extracts of Cnidoscolus urens.

Tests Extract Result
Alkaloids Ethyl Acetate -
Proanthocyanidins Ethyl Acetate trace
Saponins Aqueos -
Tannins N-buthanol +
Flavonoids Ethyl Acetate +++
Reducing Sugars Aqueous +++
Terpenes Ethyl Acetate +++
Coumarins N-buthanol ++

( - ) Not detected; ( + ) present in low concentrations; ( ++ ) present in moderate

concentration; ( +++ ) present in high concentration. NEU — Ethylborilaminoester acid.
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Table 2. Biological parameters in mice bearing EC solid tumor treated with Cnidoscolus

urens extracts.

Groups

Biological
Parameters Normal Saline 5-FU Aq200 EtOH200

Control
Liver (g) 1.84+0.15 2.16+0.10 2.27 £0.10° 1.97 £0.43 1.71 £ 0.29%"
Spleen (g) 0.17+0.02  0.18%0.02 0.23 +0.03 0.23 +0.05 0.20 +0.07
Kidneys (g) 056+0.04 051+0.02  042+0.03**  042+0.07**  0.38+0.06"*
Total Proteins ~ 5.24+0.39  4.25+0.17 4.42 £0.15 4.45 + 0.46 3.53 + 1.26*
Albumin 352+0.19 237+£0.23" 2.45 +0.16* 1.97 £0.21% 2.13 +0.80*
Globulin 1.72+05 1.88+0.11 1.97 +0.05¢ 2.48 +0.42 1.40 + 0.46
Urea 27.67 +3.78 46.55+568°  48.67 +5.07* 27.1+7.8*" 38.1+11.9
Creatinine 0.21+0.01 05+0.06*  065+0.09**  0.22+004*"  0.25+0.14*"
Glucose 116.1£10.4  81.3+2.04% 79.5 + 2.8 127.9 £ 47457 1159+17.2
TC 120.6+9.1  116.1+104  138.1+113*  77.6+8.1%*"  88.3+17.0%*f
HDL-c 69.1+5.2 63.3+3.1 72.1+8.2 41.1 + 415" 58.3+18.9
Triglycerides 1187+5.9  2925+29.2 209.4+253** 167.8+357+*1 1736 +31.2"*

Data represent the mean

+ S.D. (n=6). Statistical differences from the controls were

determined by ANOVA followed Tukey’s Test. *P<0.05 for groups as compared with normal

control group; "P<0.05 for groups as compared with saline treated group (saline group);

"P<0.05 for groups as compared with 5-FU (positive control). TC — total cholesterol; HDL-c —

high density lipoprotein cholesterol.
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Table 3. Hematologic parameters in mice bearing EC solid tumor treated with Cnidoscolus

urens extracts.

Groups

Hematologic

Normal ]
Parameters Saline 5-FU Aq200 EtOH200

Control
Total RBC 08.0+26.9 712+286% 88.4+256 93.5 + 0.4* 84.1+0.7
Total WBC 1.31+0.05 1.25+0.09 0.35+0.06"* 274+050"*" 151+0.26
Hb (%) 15.0+0.3 12.8 + 0.4* 139+04 148+ 0.4% 134+ 131
PLT 1.31+0.08 1.67+0.12* 1.13+0.11 1.48 +0.35" 1.00 + 0.02¢

Data represent the mean

+ S.D. (n=6). Statistical differences from the controls were

determined by ANOVA followed Tukey’s Test. *P<0.05 for groups as compared with normal

control group; *P<0.05 for groups as compared with saline treated group (saline group);

"P<0.05 for groups as compared with 5-FU (positive control). RBC — red blood cells (x10°
cells/mL); WBC — white blood cells (x10* cells/mL); Hb — hemoglobin; PLT — platelets

(x10°).
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5. CONCLUSAO

e Os extratos de C. urens revelaram a presenca de compostos majoritarios tais como:
Flavonodides, acucares redutores e terpenos, além de outros metabdlitos como:
proantocianidinas, taninos e cumarinas, em menor quantidade.

e Os extratos de Cnidoscolus urens apresentaram uma oOtima atividade antioxidante,
mostrando- se significativa em todas as concentragdes 50, 100, 200 e 500 pg/mL
quando comparados ao controle.

¢ No entanto, os extratos aquoso e etandlico ndo apresentaram resultados satisfatorios
quando foram testados contra células de linhagem HELA in vitro.

e Os extratos aquoso e etandélico de Cnidoscolus urens apresentaram agfes anti- tumoral
para 0 modelo experimental in vivo quando testado contra tumor solido de carcinoma
de Ehrlich, numa concentracdo de 200 mg/Kg, entretanto o extrato aquoso mostrou- se
mais eficiente quando comparado com o extrato etandlico, sugerindo que 0s
compostos presentes em extratos de C. urens desempenham um potencial inibitdrio
contra celulas tumorais.

e Além da atuacdo da inibicdo do crescimento tumoral pode ser observado que 0s
extratos aquoso e etandlico de C. urens também atuaram melhorando a resposta

imunoldgica, bem como o perfil bioquimico dos grupos tratados.
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6. ANEXOS

ANEXO 01

Carta de aprovacao do comité de ética



Universidade Federal de Pernambuce
Centro de Cigneiag Biologicus

Av. Frof. Nelson Chaves, g/q
50670-420 / Recife - PE - Brasi)
fones: (S5 81) 2126 8840 | 2126 8351

fax: (55 91 2128 L
wm;.::r:n.v_\rp:’: }b(: ‘\
Recife, 06 de agosto de 2012.
Oficio no 458/12
Bsr(?omisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
c a: Prof®, Noémia Pereira da Silva Santos
entro Académico de Vitéria

gniversidade Federal de Pernambuco
rocesso n° 23076.041082/2011-25

Os membros da Comissé@o de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal de Permnambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu projeto de
pesquisa intitulado, “Avaliagdo da agdo antitumoral de Cnidoscolus urens sobre tumores
sélidos experimentais em camundongos Swiss”,

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagéo experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentagdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais s&o adotadas como critérios de
avaliag&o e julgamento pela CEUA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 11.794
de 08 de outubro de 2008, que trata da questdo do uso de animais para fins cientificos e
didaticos.

Diante do exposto, emilimos parecer favoravel aos protocolos experimentais a serem

realizados.

Origem dos animais: Biotério do LIKA - UFPE; Animais: Atenciosamente,
Camundongos; Linhagem: Swiss; Sexo: machos; Peso:
30g; Idade: 40 a 60 dias; Numero de animais previsto no
protocolo: 100 )

'I.'l' in Vne's T-qu"u npm

ﬁ.’ Presidenle do CEEA

CCB: Integrar para desenvolver
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7.DESCRIPTION

The Journal of Ethnopharmacology is dedicated to the exchange of information and
understandings about people's use of plants, fungi, animals, microorganisms and minerals and
their biological and pharmacological effects based on the principles established
through international conventions. Early people confronted with illness and disease,
discovered a wealth of useful therapeutic agents in the plant and animal kingdoms.
The empirical knowledge of these medicinal substances and their toxic potential was
passed on by oral tradition and sometimes recorded in herbals and other texts on materia
medica. Many valuable drugs of today (e.g., atropine, ephedrine, tubocurarine, digoxin,
reserpine) came into use through the study of indigenous remedies. Chemists
continue to use plant-derived drugs (e.g., morphine, taxol, physostigmine, quinidine,

emetine) as prototypes in their attempts to develop more effective and less toxic medicinals.

In recent years the preservation of local knowledge, the promotion of indigenous medical
systems in primary health care, and the conservation of biodiversity have become even more
of a concern to all scientists working at the interface of social and natural sciences but

especially to ethnopharmacologists. Recognizing the sovereign rights of States over their



to further use and develop their autochthonous resources. | natural resources,

ethnopharmacologists are

particularly concerned with local people's rights Accordingly, today's ethnopharmacological

research embraces the multidisciplinary effort in the:

« documentation of indigenous medical knowledge,

« scientific study of indigenous medicines in order to contribute in the long-run to
improved health care in the regions of study, as well as

« search for pharmacologically unique principles from existing indigenous remedies.

The Journal of Ethnopharmacology publishes original articles concerned with the
observation and experimental investigation of the biological activities of plant and animal
substances used in the traditional medicine of past and present cultures. The journal will
particularly welcome interdisciplinary papers with an ethnopharmacological, an
ethnobotanical or an ethnochemical approach to the study of indigenous drugs.
Reports of anthropological and ethnobotanical field studies fall within the
journal's scope. Studies involving pharmacological and toxicological mechanisms
of action are especially welcome. Clinical studies on efficacy will be considered if
contributing to the understanding of specific ethnopharmacological problems. The journal
welcomes review articles in the above mentioned fields especially those highlighting the
multi-disciplinary nature of ethnopharmacology. Commentaries are by invitation only.
8. AUDIENCE

Ethnopharmacologists, Medicinal Chemists, Pharmacologists, Toxicologists, Anthropologists,

Pharmacognosists, Ethnobotanists, Economic Botanists, Ethnobiologists

9.IMPACT FACTOR

2011: 3.014 © Thomson Reuters Journal Citation Reports 2012

10. ABSTRACTING AND INDEXING

AGRICOLA
BIOSIS
CAB Abstracts



Cambridge Scientific Abstracts
Chemical Abstracts

Current Contents/Life Sciences
EMBASE

EMBiology

International Pharmaceutical Abstracts
MEDLINE®

NAPRALERT (Natural Products Alert)
Science  Citation

Index Scopus

11. EDITORIAL BOARD

Editor-in-Chief:
R. Verpoorte, Gorlaeus Lab., HB024, Universiteit Leiden, Einsteinweg 55, 2333 CC Leiden, Netherlands, Email:

verpoort@chem.leidenuniv.nl

Editor:

Associate Editor:
D. Guo, Chinese Academy of Sciences (CAS), Shanghai, China

Y.S. Kim, Seoul National University (SNU), Seoul, South Korea

P.K. Mukherjee, Jadavpur University, Kolkata, India

G. Schmeda Hirschmann, Universidad de Talca, Talca, Chile

J. van Staden, University of KwaZulu-Natal (UKZN), Pietermaritzburg, South Africa
A.M. Viljoen, Tshwane University of Technology, Pretoria, South Africa

E. Yesilada, Yeditepe University, Erenkoy-Istanbul, Turkey

Reviews Editor (including Commentaries and Book Reviews):
M. Heinrich, The School of Pharmacy, University of London, 29-39 Brunswick Square, London, WC1N 1AX, UK,

Email: m.heinrich@ucl.ac.uk

If you want to suggest a review, please provide a structured abstract and include an annotated

table of contents and a short CV of the lead author(s).

Editorial Board:
S. Alban, Kiel, Germany

M.J. Balick, Bronx, NY, USA
R. Bauer, Graz, Austria

G. Bourdy, Cayenne, French Guiana
J.B. Calixto, Florianépolis, Brazil

C-T. Che, Hong Kong, Hong Kong
G.A. Cordell, Evanston, IL, USA



V.S. da S. Bolzani, Araraquara, Brazil
J. Ding, Shanghai, China

V.M. Dirsch, Vienna, Austria
T. Efferth, Heidelberg, Germany
E. Elisabetsky, Porto Alegre, Brazil

J. Fleurentin, Metz, France
B.L. Furman, Glasgow, UK
M.P. Germano, Messina, Italy

J. Gertsch, Bern, Switzerland
A.H. Gilani, Karachi, Pakistan
M.P. Gupta, Panama City, Panama
A. Hensel, Minster, Germany

P.J. Houghton, London, UK
Z. Ismail, Penang, Malaysia

W. Jia, Kannapolis, NC, USA

T. Johns, Ste. Anne de Bellevue, QC, Canada
A.K. Jager, Copenhagen, Denmark

G. Kavalali, Istanbul, Turkey

H-S. Kim, Cheongju, South Korea

J. Kim, Seoul, South Korea

Y. Kimura, Ehime, Japan

M.A. Lacaille-Dubois, Dijon, France
M. Leonti, Cagliari, Italy

G. Lin, Hong Kong,

Hong Kong E.

Matteucci, Pisa, Italy

I. Merfort, Freiburg, Germany
J.J.M. Meyer, Pretoria, South Africa
D.E. Moerman, Ypsilanti, MI, USA
D.A. Mulholland, Guildford, England, UK
A. Panthong, Chiang Mai, Thailand
X. Peigen, Beijing, China

A. Pieroni, Pollenzo/Bra, Italy

D.D. Soejarto, Chicago, IL, USA
E. Speroni, Bologna, Italy

A.J. Vlietinck, Antwerpen,

Belgium H. Wagner,

Miinchen, Germany

C.S. Weckerle, Zurich, Switzerland
C.W. Wright,

Bradford, UK S.

Zacchino, Rosario,

Argentina



3.3

1.2.1

Founding Editors:
J.G. Bruhn, Tomelilla, Sweden

L. Rivier, Lausanne, Switzerland

C. Christoffel,
12. GUIDE FOR AUTHORS

INTRODUCTION

The Journal of Ethnopharmacology is dedicated to the exchange of information and
understandings about people's use of plants, fungi, animals, microorganisms and minerals and
their biological and pharmacological effects based on the principles established through
international conventions. Early people, confronted with illness and disease, discovered a
wealth of useful therapeutic agents in the plant and animal kingdoms. The empirical
knowledge of these medicinal substances and their toxic potential was passed on by oral
tradition and sometimes recorded in herbals and other texts on materia medica. Many
valuable drugs of today (e.g., atropine, ephedrine, tubocurarine, digoxin, reserpine) came into
use through the study of indigenous remedies. Chemists continue to use plant-derived drugs
(e.g., morphine, taxol, physostigmine, quinidine, emetine) as prototypes in their attempts to

develop more effective and less toxic medicinals.

Please note that figures and tables should be embedded in the text
as close as possible to where they are initially cited. It is also mandatory
to upload separate graphic and table files as these will be required if your manuscript is

accepted for publication.
Classification of your paper

Please note that upon submitting your article you will have to select at least one
classification and at least three of the given keywords. You can preview
the list of classifications and keywords (here). This information is needed by the Editors to
more quickly process your article. In addition to this, you can submit free keywords as

described below under "Keywords".

The ""rules of 5"

The Editors and Editorial Board have developed the "Rules of 5" for publishing in JEP. We
have produced five clear criteria that each author needs to think about before submitting a

manuscript and setting the whole process of editing and reviewing at work. Click here.


http://www.elsevier.com/inca/publications/misc/JEPclassificationANDkeywordsNov2010.doc
http://www.elsevier.com/inca/publications/misc/jeprulesof5.pdf

1.2.2

For more details on how to write a world class paper, please visit our Pharmacology Author

Resources page.

Authors are encouraged to submit video material or animation
sequences to support and enhance your scientific research. For more information please

see the paragraph on video data below.

Types of paper

The Journal of Ethnopharmacology will accept the following contributions:

1. Original research articles - whose length is not limited and should include Title, Abstract,
Methodsand Materials, Results, Discussion, Conclusions, Acknowledgements and
References. As a guideline, a full length paper normally occupies no more than 10 printed
pages of the journal, including tables and illustrations.

2. Ethnopharmacological communications (formerly Short Communications) - whose average
lengthis not more than 4 pages in print (approx. 2000-2300 words, including abstract and
references). A maximum of 2 illustrations (figures or tables) is allowed. See paragraph
below for description and format.

3. Letters to the Editors.

4. Reviews - Authors intending to write review articles should consult and send an outline to
theReviews Editor (see inside front cover for contact information) before preparing their
manuscripts. The organization and subdivision of review articles can be arranged at the
author's discretion. Authors should keep in mind that a good review sets the trend and
direction of future research on the subject matter being reviewed. Tables, figures and
references are to be arranged in the same way as research articles in the journal. Reviews
on topics that address cutting-edge problems are particularly welcome. Outlines for
potential reviews need to include: A detailed abstract using the structure provided in the
guidelines An annotated table of contents A short CV of the lead author 5. Book reviews -
Books for review should be sent to the Reviews Editor.

6. Commentaries - invited, peer-reviewed, critical discussion about crucial aspects of the
field but most importantly methodological and conceptual-theoretical developments in the
field and should also provide a standard, for example, for pharmacological methods to be
used in papers in the Journal of Ethnopharmacology. The scientific dialogue differs
greatly in the social / cultural and natural sciences, the discussions about the common
foundations of the field are ongoing and the papers published should contribute to a
transdisciplinary and multidisciplinary discussion. The length should be a maximum of 2-3
printed pages or 2500 words. Please contact the Reviews Editor
j.ethnopharmacol@pharmacy.ac.uk with an outline.

7. Conference announcements and news.


http://www.elsevier.com/wps/find/L07.cws_home/publishing_tips
http://www.elsevier.com/wps/find/L07.cws_home/publishing_tips
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Ethics in publishing
For information on Ethics in publishing and Ethical guidelines for journal publication see

http://www.elsevier.com/publishingethics and http://www.elsevier.com/ethicalguidelines.

Policy and ethics

In the covering letter, the author must also declare that the study was performed according to
the international, national and institutional rules considering animal experiments, clinical
studies and biodiversity rights. See below for further information. The ethnopharmacological

importance of the study must also be explained in the cover letter.

Animal and clinical studies - Investigations using experimental animals must state
in the Methods section that the research was conducted in accordance with the internationally
accepted principles for laboratory animal use and care as found in for example the European
Community guidelines (EEC Directive of 1986; 86/609/EEC) or the US guidelines (NIH
publication #85-23, revised in 1985). Investigations with human subjects must state in the
Methods section that the research followed guidelines of the Declaration of Helsinki and
Tokyo for humans, and was approved by the institutional human experimentation committee
or equivalent, and that informed consent was obtained. The Editors will reject papers if there

is any doubt about the suitability of the animal or human procedures used.

Biodiversity rights - Each country has its own rights on its biodiversity. Consequently
for studying plants one needs to follow the international, national and institutional rules

concerning the biodiversity rights.

Conflict of interest

All authors are requested to disclose any actual or potential conflict of interest including any
financial, personal or other relationships with other people or organizations within three years
of beginning the submitted work that could inappropriately influence, or be perceived to

influence, their work. See also http://www.elsevier.com/conflictsofinterest.

Submission declaration and verification

Submission of an article implies that the work described has not been published previously
(except in the form of an abstract or as part of a published lecture or academic thesis or as an

electronic preprint, see http://www.elsevier.com/postingpolicy), that it is not under
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consideration for publication elsewhere, that its publication is approved by all authors and
tacitly or explicitly by the responsible authorities where the work was carried out, and that, if
accepted, it will not be published elsewhere in the same form, in English or in any other
language, including electronically without the written consent of the copyright-holder. To
verify originality, your article may be checked by the originality detection service

CrossCheck http://www.elsevier.com/editors/plagdetect.

Changes to authorship

This policy concerns the addition, deletion, or rearrangement of author names in the
authorship of accepted manuscripts:

Before the accepted manuscript is published in an online issue: Requests to
add or remove an author, or to rearrange the author names, must be sent to the Journal
Manager from the corresponding author of the accepted manuscript and must include: (a) the
reason the name should be added or removed, or the author names rearranged and (b) written
confirmation (e-mail, fax, letter) from all authors that they agree with the addition, removal or
rearrangement. In the case of addition or removal of authors, this includes confirmation from
the author being added or removed. Requests that are not sent by the corresponding author
will be forwarded by the Journal Manager to the corresponding author, who must follow the
procedure as described above. Note that: (1) Journal Managers will inform the Journal Editors
of any such requests and (2) publication of the accepted manuscript in an online issue is
suspended until authorship has been agreed.

After the accepted manuscript is published in an online issue: Any requests to
add, delete, or rearrange author names in an article published in an online issue will follow

the same policies as noted above and result in a corrigendum.

Copyright

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal Publishing
Agreement' (for more information on this and copyright see
http://www.elsevier.com/copyright). Acceptance of the agreement will ensure the widest
possible dissemination of information. An e-mail will be sent to the corresponding author
confirming receipt of the manuscript together with a 'Journal Publishing Agreement’ form or a
link to the online version of this agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including abstracts for

internal circulation within their institutions. Permission of the Publisher is required for resale
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or distribution outside the institution and for all other derivative works, including
compilations and translations (please consult http://www.elsevier.com/permissions). If
excerpts from other copyrighted works are included, the author(s) must obtain written
permission from the copyright owners and credit the source(s) in the article. Elsevier has
preprinted forms for use by authors in these cases: please consult

http://www.elsevier.com/permissions.

Retained author rights

As an author you (or your employer or institution) retain certain rights; for details you are

referred to: http://www.elsevier.com/authorsrights.

Role of the funding source

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the research
and/or preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if any, in
study design; in the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the report;
and in the decision to submit the article for publication. If the funding source(s) had no such

involvement then this should be stated. Please see http://www.elsevier.com/funding.

Funding body agreements and policies

Elsevier has established agreements and developed policies to allow authors whose articles
appear in journals published by Elsevier, to comply with potential manuscript archiving
requirements as specified as conditions of their grant awards. To learn more about existing

agreements and policies please visit http://www.elsevier.com/fundingbodies.

Open access

This journal does not ordinarily have publication charges; however, authors can now opt to
make their articles available to all (including non-subscribers) via the ScienceDirect platform,
for which a fee of $3000 applies (for further information on open access see
http://www.elsevier.com/about/open-access/open-access-options). Please note that you can
only make this choice after receiving notification that your article has been accepted for
publication, to avoid any perception of conflict of interest. The fee excludes taxes and other
potential costs such as color charges. In some cases, institutions and funding bodies have
entered into agreement with Elsevier to meet these fees on behalf of their authors. Details of
these agreements are available at http://www.elsevier.com/fundingbodies. Authors of

accepted articles, who wish to take advantage of this option, should complete and submit the
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order form (available at http://www.elsevier.com/locate/openaccessform.pdf). Whatever
access option you choose, you retain many rights as an author, including the right to post a
revised personal version of your article on your own website. More information can be found

here: http://www.elsevier.com/authorsrights.

Language (usage and editing services)

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a
mixture of these). Authors who feel their English language manuscript may require editing to
eliminate possible grammatical or spelling errors and to conform to correct scientific English
may wish to use the English Language Editing service available from Elsevier's WebShop
http://webshop.elsevier.com/languageediting/ or visit our customer support site

http://support.elsevier.com for more information.

Submission

Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided stepwise through
the creation and uploading of your files. The system automatically converts source files to a
single PDF file of the article, which is used in the peer-review process. Please note that even
though manuscript source files are converted to PDF files at submission for the review
process, these source files are needed for further processing after acceptance. All
correspondence, including notification of the Editor's decision and requests for revision, takes
place by e-mail removing the need for a paper trail.

1.2.15 Additional information

Authors who want to submit a manuscript should consult and peruse carefully recent issues of
the journal for format and style. Authors must include the following contact details on the title
page of their submitted manuscript: full postal address; fax; e-mail. All manuscripts submitted
are subject to peer review. The minimum requirements for a manuscript to qualify for peer
review are that it has been prepared by strictly following the format and style of the journal as
mentioned, that it is written in good English, and that it is complete. Manuscripts that have

not fulfilled these requirements will be returned to the author(s).

In addition, you are recommended to adhere to the research standards described in the

following articles:
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Cos P, Vlietinck AJ, Berghe DV, et al. Anti-infective potential of natural products:
how to develop a stronger in vitro 'proof-of-concept’. J Ethnopharmacol 2006,
106: 290-302. Click here.

Matteucci, E., Giampietro, O. Proposal open for discussion: defining agreed
diagnostic procedures in experimental diabetes research. J Ethnopharmacol
2008,115: 163-172. Click here.

T.SA. Froede and Y.S. Medeiros Animal models to test drugs with potential
antidiabetic activity. J Ethnopharmacol 2008, 115: 173-183. Click here.

PREPARATION

Use of wordprocessing software

It is important that the file be saved in the native format of the wordprocessor used. The text
should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible. Most
formatting codes will be removed and replaced on processing the article. In particular, do not
use the wordprocessor's options to justify text or to hyphenate words. However, do use bold
face, italics, subscripts, superscripts etc. When preparing tables, if you are using a table grid,
use only one grid for each individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use
tabs, not spaces, to align columns. The electronic text should be prepared in a way very
similar to that of conventional manuscripts (see also the Guide to Publishing with Elsevier:
http://www.elsevier.com/guidepublication). Note that source files of figures, tables and text
graphics will be required whether or not you embed your figures in the text. See also the
section on Electronic artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check’ and ‘grammar-

check' functions of your wordprocessor.

Article structure

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be
numbered 1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ..), 1.2, etc. (the abstract is not included in section

numbering). Use this numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to ‘the


http://www.elsevier.com/inca/publications/misc/jep2006_106_p290.pdf
http://www.elsevier.com/inca/publications/misc/jep2008_115_p163.pdf
http://www.elsevier.com/inca/publications/misc/jep2008_115_p173.pdf

text'. Any subsection may be given a brief heading. Each heading should appear on its own
separate line.

Introduction

State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed

literature survey or a summary of the results.

Material and methods

Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published

should be indicated by a reference: only relevant modifications should be described.

Theory/calculation

A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already dealt with in
the Introduction and lay the foundation for further work. In contrast, a Calculation section

represents a practical development from a theoretical basis.

Results

Results should be clear and concise.

Discussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined
Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion

of published literature.

Conclusions

The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which

may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

Glossary

Please supply, as a separate list, the definitions of field-specific terms used in your article.

Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and

equations in appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in a
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subsequent appendix, Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig.
A.l, etc.

Essential title page information

. Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval
systems. Avoid abbreviations and formulae where possible.
. Author names and affiliations. \Where the family name may be ambiguous

(e.g., a double name), please indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses
(where the actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case
superscript letter immediately after the author's name and in front of the appropriate address.
Provide the full postal address of each affiliation, including the country name and, if
available, the e-mail address of each author.

. Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all
stages of refereeing and publication, also post-publication. Ensure that phone
numbers (with country and area code) are provided in addition to
the e-mail address and the complete postal address. Contact
details must be kept up to date by the corresponding author.

. Present/permanent address. |f an author has moved since the work
described in the article was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or
'Permanent address’) may be indicated as a footnote to that author's name. The address at
which the author actually did the work must be retained as the main, affiliation address.
Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

1.2.19 Abstract

1.2.20

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the
research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately
from the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be
avoided, but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon
abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in
the abstract itself.

The author should divide the abstract with the headings Ethnopharmacological
relevance, Materials and Methods, Results, and Conclusions. Click

here to see an example.

Graphical abstract

A Graphical abstract is mandatory for this journal. It should summarize the contents of the
article in a concise, pictorial form designed to capture the attention of a wide readership
online. Authors must provide images that clearly represent the work described in the article.

Graphical abstracts should be submitted as a separate file in the online submission system.


http://www.sciencedirect.com/science/article/B6T8D-514Y298-4/2/eaca2be6587616e9038d78ab8a5da0a2

Image size: please provide an image with a minimum of 531 x 1328 pixels (h x w) or
proportionally more. The image should be readable at a size of 5 x 13 cm using a regular
screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office files. See
http://www.elsevier.com/graphicalabstracts for examples.

Authors can make use of Elsevier's Illustration and Enhancement service to ensure the best
presentation of their images also in accordance with all technical requirements: Illustration

Service.

Keywords

After having selected a classification in the submission system, authors must in the same step
select 5 keywords. These keywords will help the Editors to categorize your article accurately
and process it more quickly. A list of the classifications and set keywords can be found here.

In addition, you can provide a maximum of 6 specific keywords, using American spelling and
avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, "and", "of"). Be
sparing with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible.

These keywords will be used for indexing purposes.

1.2.21 Acknowledgements

1.2.22

1.2.23

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references
and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise.
List here those individuals who provided help during the research (e.g., providing language
help, writing assistance or proof reading the article, etc.).

Database linking

Elsevier encourages authors to connect articles with external databases, giving their readers
oneclick access to relevant databases that help to build a better understanding of the described
research. Please refer to relevant database identifiers using the following format in your
article: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN). See
http://www.elsevier.com/databaselinking for more information and a full list of supported

databases.

Math formulae

Present simple formulae in the line of normal text where possible and use the solidus (/)
instead of a horizontal line for small fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to

be presented in italics. Powers of e are often more conveniently denoted by exp. Number


http://webshop.elsevier.com/illustrationservices/ImagePolishing/gap/requestForm.cfm
http://webshop.elsevier.com/illustrationservices/ImagePolishing/gap/requestForm.cfm
http://webshop.elsevier.com/illustrationservices/ImagePolishing/gap/requestForm.cfm
http://www.elsevier.com/inca/publications/misc/506035classification.pdf
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consecutively any equations that have to be displayed separately from the text (if referred to
explicitly in the text).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article, using
superscript Arabic numbers. Many wordprocessors build footnotes into the text, and this
feature may be used. Should this not be the case, indicate the position of footnotes in the text
and present the footnotes themselves separately at the end of the article. Do not include
footnotes in the Reference list.

Table footnotes

Indicate each footnote in a table with a superscript lowercase letter.

Artwork

Electronic artwork General points

o Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

o Embed the used fonts if the application provides that option.

e Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman,
Symbol, oruse fonts that look similar.

o Number the illustrations according to their sequence in the text.

 Use a logical naming convention for your artwork files.

« Provide captions to illustrations separately.

« Size the illustrations close to the desired dimensions of the printed version.

 Submit each illustration as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:

http://www.elsevier.com/artworkinstructions

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed
information are given here. Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint,
Excel) then please supply 'as is' in the native document format.

Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork
is finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following formats (note the
resolution requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given
below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi.



TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a minimum of
1000 dpi. TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep
to a minimum of 500 dpi.

Please do not:

« Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these typically
have alow number of pixels and limited set of colors;

« Supply files that are too low in resolution;

» Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Please note that figures and tables should be embedded in the text as close as possible to
where they are initially cited. It is also mandatory to upload separate graphic and table files as

these will be required if your manuscript is accepted for publication.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF, EPS or MS Office
files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit
usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will
appear in color on the Web (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not
these illustrations are reproduced in color in the printed version. For color
reproduction in print, you will receive information regarding the
costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please
indicate your preference for color: in print or on the Web only. For further information on the
preparation of electronic artwork, please see http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Please note: Because of technical complications which can arise by converting color figures
to 'gray scale' (for the printed version should you not opt for color in print) please submit in

addition usable black and white versions of all the color illustrations.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the
figure. A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of
the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols

and abbreviations used.
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Tables

Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Place footnotes
to tables below the table body and indicate them with superscript lowercase letters. Avoid
vertical rules. Be sparing in the use of tables and ensure that the data presented in tables do

not duplicate results described elsewhere in the article.

References

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and
vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and
personal communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in
the text. If these references are included in the reference list they should follow the standard
reference style of the journal and should include a substitution of the publication date with
"Unpublished results". "Personal communication™ will not be accepted as a reference.

Citation of a reference as "in press" implies that the item has been accepted for publication.

Reference management software

This journal has standard templates available in key reference management packages
EndNote  (http://www.endnote.com/support/enstyles.asp) and  Reference  Manager
(http://refman.com/support/rmstyles.asp). Using plug-ins to wordprocessing packages,
authors only need to select the appropriate journal template when preparing their article and
the list of references and citations to these will be formatted according to the journal style

which is described below.

Reference style

Text: All citations in the text should refer to:

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the
year of publication;

2. Two authors: both authors' names and the year of publication;

3. Three or more authors: first author's name followed by "et al." and the year of
publication. Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references
should be listed first alphabetically, then chronologically.

Examples: "as demonstrated (Allan, 1996a, 1996b, 1999; Allan and Jones, 1995). Kramer et

al. (2000) have recently shown ...."



List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted
chronologically if necessary. More than one reference from the same author(s) in the same
year must be identified by the letters "a", "b", "c", etc., placed after the year of publication.
Please use full journal names. Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2000. The art of writing a scientific article.
Journal of Scientific Communication. 163, 51-59.

Reference to a book:

Strunk Jr., W., White, E.B., 1979. The Elements of Style, third ed. Macmillan, New York.
Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G.R., Adams, L.B., 1999. How to prepare an electronic version of your article, in:
Jones, B.S., Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc., New
York, pp. 281-304.

1.2.29 Video data

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your
scientific research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with
their article are strongly encouraged to include links to these within the body of the article.
This can be done in the same way as a figure or table by referring to the video or animation
content and noting in the body text where it should be placed. All submitted files should be
properly labeled so that they directly relate to the video file's content. In order to ensure that
your video or animation material is directly usable, please provide the files in one of our
recommended file formats with a preferred maximum size of 50 MB. Video and animation
files supplied will be published online in the electronic version of your article in Elsevier Web
products, including ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. Please supply 'stills' with
your files: you can choose any frame from the video or animation or make a separate image.
These will be used instead of standard icons and will personalize the link to your video data.
For more detailed instructions please visit our video instruction pages at
http://www.elsevier.com/artworkinstructions. Note: since video and animation cannot be
embedded in the print version of the journal, please provide text for both the electronic and

the print version for the portions of the article that refer to this content.
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Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific
research. Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting
applications, highresolution images, background datasets, sound clips and more.
Supplementary files supplied will be published online alongside the electronic version of your
article in Elsevier Web products, including ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. In
order to ensure that your submitted material is directly usable, please provide the data in one
of our recommended file formats. Authors should submit the material in electronic format
together with the article and supply a concise and descriptive caption for each file. For more
detailed  instructions  please  visit our  artwork instruction  pages  at

http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Submission checklist

The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending it to
the journal for review. Please consult this Guide for Authors for further details of any item.
Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:

o E-mail address

e Full postal address

» Phone numbers

All necessary files have been uploaded, and contain:

o Keywords

« All figure captions

« All tables (including title, description, footnotes)
Further considerations

» Manuscript has been 'spell-checked' and ‘grammar-checked'

 References are in the correct format for this journal

« All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa

» Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including
the Web)e Color figures are clearly marked as being intended for color reproduction on the
Web (free of charge) and in print, or to be reproduced in color on the Web (free of charge)
and in black-and-white in print * If only color on the Web is required, black-and-white
versions of the figures are also supplied for printing purposes

For any further information please visit our customer support site at

http://support.elsevier.com.
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AFTER ACCEPTANCE

Use of the Digital Object Identifier

The Digital Object Identifier (DOI) may be used to cite and link to electronic documents. The
DOI consists of a unique alpha-numeric character string which is assigned to a document by
the publisher upon the initial electronic publication. The assigned DOI never changes.
Therefore, it is an ideal medium for citing a document, particularly 'Articles in press' because
they have not yet received their full bibliographic information. Example of a correctly given
DOI (in URL format; here an article in the journal Physics Letters B):

http://dx.doi.org/10.1016/j.physleth.2010.09.059
When you use a DOI to create links to documents on the web, the DOIs are guaranteed never

to change.

Proofs

One set of page proofs (as PDF files) will be sent by e-mail to the corresponding author (if we
do not have an e-mail address then paper proofs will be sent by post) or, a link will be
provided in the e-mail so that authors can download the files themselves. Elsevier now
provides authors with PDF proofs which can be annotated; for this you will need to download
Adobe Reader version 7 (or higher) available free from http://get.adobe.com/reader.
Instructions on how to annotate PDF files will accompany the proofs (also given online). The
exact system requirements are given at the Adobe site:
http://www.adobe.com/products/reader/tech-specs.html.

If you do not wish to use the PDF annotations function, you may list the corrections
(including replies to the Query Form) and return them to Elsevier in an e-mail. Please list
your corrections quoting line number. If, for any reason, this is not possible, then mark the
corrections and any other comments (including replies to the Query Form) on a printout of
your proof and return by fax, or scan the pages and e-mail, or by post. Please use this proof
only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the text, tables and
figures. Significant changes to the article as accepted for publication will only be considered
at this stage with permission from the Editor. We will do everything possible to get your
article published quickly and accurately — please let us have all your corrections within 48
hours. It is important to ensure that all corrections are sent back to us in one communication:

please check carefully before replying, as inclusion of any subsequent corrections cannot be
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guaranteed. Proofreading is solely your responsibility. Note that Elsevier may proceed with
the publication of your article if no response is received.

Offprints

The corresponding author, at no cost, will be provided with a PDF file of the article via email
(the PDF file is a watermarked version of the published article and includes a cover sheet with
the journal cover image and a disclaimer outlining the terms and conditions of use). For an
extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which is sent once the
article is accepted for publication. Both corresponding and co-authors may order offprints at
any time via Elsevier's WebShop (http://webshop.elsevier.com/myarticleservices/offprints).
Authors requiring printed copies of multiple articles may use Elsevier WebShop's 'Create
Your Own Book' service to collate multiple articles within a single cover

(http://webshop.elsevier.com/myarticleservices/offprints/myarticlesservices/booklets).

3.7 AUTHOR INQUIRIES

For inquiries relating to the submission of articles (including electronic submission) please
visit this journal's homepage. For detailed instructions on the preparation of electronic
artwork, please visit http://www.elsevier.com/artworkinstructions. Contact details for
questions arising after acceptance of an article, especially those relating to proofs, will be
provided by the publisher. You can  track  accepted  articles  at
http://www.elsevier.com/trackarticle. You can also check our Author FAQs at
http://www.elsevier.com/authorFAQ and/or contact Customer Support  via

http://support.elsevier.com.
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