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RESUMO

O avanco nos estudos do cancer e a compreensao de diversos mecanismos se deve
principalmente a oncologia experimental. Este ramo da oncologia surgiu com a
introducdo dos chamados tumores transplantaveis ou transmissiveis e sdo mantidos
em laboratério através da inoculagdo seriada em animais ou mantidos em cultura
celular. O tumor de Ehrlich € um adenocarcinoma espontaneo de glandula maméaria
originario de camundongos fémea. Nesse contexto, o presente trabalho visou avaliar
os efeitos inibitérios do extrato bruto etandlico de Rhipsalis baccifera (Cactaceae)
sobre o Carcinoma de Ehrlich, assim como analisar o perfil fitoquimico e avaliacéo
da toxicidade. O estudo foi realizado através de método experimental, desenvolvido
no Laboratorio de Farmacologia e Cancerologia Experimental do Departamento de
Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco. O vegetal foi coletado no
campus da UFPE, identificado e preparado exsicata para depésito em herbario. O
processo extrativo de Rhipsalis baccifera para obtencdo do extrato foi em etanol e
em seguida obtido por filtracdo e concentrado em evaporador rotativo. Foi realizado
perfil fitoquimico através de cromatografia delgada, avaliacdo da toxicidade “in vitro”
por Artemia Salina Leach e avaliacdo da toxicidade aguda “in vivo” pelo método
OECD 423. Para os ensaios da atividade antitumoral foram utilizados vinte e quatro
camundongos albinos Swiss fémeas com 60 dias, pesos entre 25 a 40 g com racgéo
e agua ad libitum. Para o implante da massa tumoral, as células tumorais foram
retiradas de animal doador através da aspiracao da forma ascitica e introduzidos nos
animais receptores, por via subcutanea numa concentragéo de 25 x 10° células/mL.
Apés sete dias de tratamento dos animais, estes foram eutanasiados para realizacéo
de exames hematoldgicos e bioquimicos. Os érgaos foram processados para analise
guanto as alteracbes macroscopicas e microscopicas. Toda investigacdo foi
realizada de acordo com as normas do Comité de Etica no uso de animais (CEUA)
do Centro de Biociéncias da UFPE. A andlise fitoquimica encontrou a presenca de
alcaloides, flavonoides, terpenos, triterpenos e fenilpropandides; citotoxicidade para
as A. salinas foi elevada com CLsg de 0,9788 pg/mL; toxicidade aguda com DLsg
encontrada de 2500 mg/kg; o EERB apresentou inibicdo tumoral de 84,1% e 75,8%
para as doses de 250 mg/kg e 125 mg/kg, respectivamente em relacdo ao grupo
controle. Recomenda-se novas pesquisas para avaliar diferentes componentes
fitoquimicos e influéncias ambientais; o EERB revelou alta citotoxicidade, no entanto
resultados com outras espécies da mesma familia sdo divergentes, onde se faz
necessario outros estudos para melhor avaliagdo; o EERB apresentou baixa
toxicidade aguda e alta potencial para uso, assim outras investigagcdes envolvendo
estudos pré-clinicos e clinicos do extrato serdo necessarias para determinar a dose
segura; o EERB apresentou inibicdo tumoral significativa em relacdo ao grupo
controle. Sugere-se, no entanto, um estudo mais detalhado a partir de outras vias de
administracdo do extrato, bem como a utilizacdo de outras linhagens tumorais.

Palavras-chave: Carcinoma de Ehrlich. Cactaceae. Camundongos.



ABSTRACT

Advances in cancer studies and the understanding of various mechanisms are
mainly due to experimental oncology. This branch of oncology arose with the
introduction of so-called transplantable or transmissible tumors and are maintained in
the laboratory through serial inoculation in animals or maintained in cell culture. The
Ehrlich tumor is a spontaneous adenocarcinoma of the mammary gland from female
mice. In this context, the present work aimed to evaluate the inhibitory effects of the
crude ethanolic extract of Rhipsalis baccifera (Cactaceae) on the Ehrlich Carcinoma,
as well as to analyze the phytochemical profile and toxicity evaluation. The study was
carried out through an experimental method, developed in the Laboratory of
Pharmacology and Experimental Cancerology of the Department of Antibiotics of the
Federal University of Pernambuco. The plant was collected on the campus of UFPE,
identified and prepared exsicata for herbarium deposit. The extractive process of
Rhipsalis baccifera to obtain the extract was in ethanol and then obtained by filtration
and concentrated in a rotary evaporator. A phytochemical profile was performed
through thin chromatography, in vitro toxicity evaluation by Artemia Salina Leach and
evaluation of acute toxicity in vivo using the OECD 423 method. Twenty-four female
Swiss albino mice were used for antitumor activity assays. 60 days, weights between
25 and 40 g with feed and water ad libitum. For tumor mass implantation, tumor cells
were withdrawn from donor animal through ascitic aspiration and introduced into the
recipient animals subcutaneously at a concentration of 25 x 10 6 cells / ml. After
seven days of treatment, the animals were euthanized for haematological and
biochemical tests. The organs were processed for macroscopic and microscopic
alterations. All research was carried out according to the standards of the Ethics
Committee on the use of animals (CEUA) of the Bioscience Center of UFPE.
Phytochemical analysis found the presence of alkaloids, flavonoids, terpenes,
triterpenes and phenylpropanoids; Cytotoxicity for A. salinas was elevated with LC50
of 0.9788 pg / mL; Acute toxicity with LD50 found at 2500 mg / kg; The EERB
showed tumor inhibition of 84.1% and 75.8% for the 250 mg / kg and 125 mg / kg
doses, respectively, in relation to the control group. New research is recommended
to evaluate different phytochemical components and environmental influences; The
EERB revealed high cytotoxicity, however results with other species of the same
family are divergent, where other studies are necessary for a better evaluation; The
EERB showed low acute toxicity and high potential for use, so other investigations
involving preclinical and clinical studies of the extract will be necessary to determine
the safe dose; The EERB showed significant tumor inhibition in relation to the control
group. However, a more detailed study is suggested from other routes of
administration of the extract, as well as the use of other tumoral strains.

Keywords: Carcinoma of Ehrlich. Cactaceae. Mice.
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1. APRESENTACAO

1.1. CARACTERIZAC}AO DO PROBLEMA

Vém aumentando cada vez mais a ocorréncia de cancer nas sociedades
ocidentais como resultado de fatores ambientais e do estilo de vida adotado
(JEMAL, A. et al, 2011). Dessa forma, assume papel cada vez mais relevante a
pesquisa cientifica em Oncologia Clinica e/ou experimental.

Paralelamente a isto, 0 campo da pesquisa terapéutica vem se desenvolvendo
no sentido de testar novas formas de tratamento para o cancer, bem como,
estudando a possibilidade de usar novas substancias potencialmente eficazes contra
as neoplasias. A pesquisa de teste realizada com novas drogas € um procedimento
oneroso e demorado. Como em toda a investigacdo com drogas ou medicamentos,
antes de se iniciar e realizar as fases de farmacologia clinica impfe-se a execucéo
de estudos pré-clinicos em laboratorio. Para isto, faz-se necesséria a utilizacdo de
modelos experimentais em animais para testar novas drogas, um modelo muito
empregado nesta linha de investigacdo é o tumor de Ehrlich em camundongo. Este
tumor tem a capacidade de crescimento em suspensdo no liquido ascitico e em
tecido celular subcutaneo (EHRLICH, P; APOLANT, H., 1905; LOEWENTHAL, H,
JAHN, G., 1932; KLEIN, G., KLEIN, E., 1951), e apds a sua implantacédo na cavidade
peritoneal em camundongos sadios tem como resultado a formagdo de liquido
ascitico tumoral, ou a implantacdo no tecido subcutaneo que resulta na formacao de
tumor solido.

A pesquisa atual sobre o cancer se concentra principalmente na cura da
doenca. Porém, segundo Harlev (2013) a prioridade deveria se concentrar no
desenvolvimento de drogas de origem vegetal, devido a menor predisposi¢cdo para

produzir efeitos secundarios quando comparada as drogas sintéticas.
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Os extratos de plantas medicinais sdo fontes importantes de agentes
anticancerigenos. Atualmente, cerca de 60% dos farmacos utilizados sdo a partir de
produtos naturais (GORDALIZA, M., 2007). Extratos de plantas tém sido uma
importante fonte de agentes anticancerigenos usados na medicina (SAKLANI, A,
KUTTY, S.K., 2008; JACOBO-SALCEDO, M.R. et al., 2011).

As plantas tém tido papel fundamental para o desenvolvimento humano, tanto
como componentes na alimentacdo, quanto na busca de estratégias para a cura de
enfermidades. Além da eficacia atribuida a diversas espécies conhecidas como
plantas medicinais, o continuo uso de vegetais pela populacao para fins terapéuticos
estd também relacionado com o custo elevado dos medicamentos alopaticos
convencionais e a falta de acesso aos mesmos (VEIGA JUNIOR et al., 2005; SAAD
et al., 2006; SHAW, 2010). Essa prética vem crescendo a cada dia devido ao grande
interesse da populagéo por terapias menos agressivas (YUNES et al., 2001).

De acordo com dados do Ministério da Saude, 85% da populagdo mundial
dependem da utilizacdo de partes de plantas ou medicamentos a base desses
vegetais como fontes de tratamento (BRASIL, 2006).

No Brasil, o uso de plantas medicinais como alternativa terapéutica é uma
pratica realizada por milhares de pessoas, sendo influenciada por fatores sociais,
econdmicos e culturais. Fazendo-se necessaria a ado¢do de medidas que visem a
ampliacdo das pesquisas relacionadas ao uso seguro de plantas medicinais
(VENSON et al., 2011).

A descoberta de novas drogas que apresentam acado antineoplasica, com
insignificantes efeitos colaterais, € uma meta de todos os pesquisadores. Os

produtos naturais representam a fonte mais abundante e acessivel de substancias
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com estrutura ndo usuais, muitas vezes nao descritos até o momento (YOUNES et
al., 2000).

De acordo com o grande numero de aplicagcbes farmacologicas de
substancias oriundas de plantas, recentes trabalhos tém investigado as atividades
antitumorais desses produtos naturais (KIDD, 2000; ALVES et al., 2004). Esses
fatores somados ao limitado efeito dos medicamentos sintéticos em doencas
cronicas tém estimulado a pesquisa de plantas medicinais como alternativa
terapéutica, com resultados bastante satisfatorios (RATNER & BRYANT, 2004).

Animais de laboratdrio representam um poderoso sistema experimental para a
compreensao da intricada patogénese do cancer em seres humanos. A maioria dos
conceitos da tumorigénese atualmente aceitos é fortemente influenciada por
modelos de desenvolvimento do cancer em camundongos, uma vez que esses
organismos sao modelos acessiveis e possuem sistemas, 0rgdos e genes
semelhantes aos nossos (KAMB, 2005).

A acédo antitumoral da familia Cactaceae esta relacionada com a presenca de
flavonoides e triterpenos visto que esses podem atuar em diferentes fases do
desenvolvimento tumoral, devido a sua agcdo contra danos oxidativos no DNA,
inativacdo de agentes cancerigenos, inibindo a expressdo mutagénica dos genes e
enzimas responsaveis pela ativacdo de substancias pro-carcindgenas
(BENAVENTE-GARCIA et al., 2008), assim como os alcaldides que tém efeitos
anticancerigenos e reduzem o desenvolvimento de tumores (WANG et. al., PETTIT
et al., LI CH et al., 2009), uma vez que essas classes de compostos tém
pronunciada atividade anticancer ja testadas (FERNANDES et al., 2005).

Frente a extensa ocorréncia de cancer no mundo e caréncia de tratamento,

propde-se analisar as propriedades antitumorais de Rhipsalis baccifera (Sol.) Stearn,
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a fim de encontrar alternativa eficaz, com baixo custo e menos efeitos colaterais,

assim como uma avaliacdo toxicoldgica do vegetal e analise de perfil fitoquimico.
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1.2. JUSTIFICATIVA

Por ser o cancer um problema de saude publica mundial, a descoberta de
novos agentes fitoterapicos com propriedades antitumorais torna-se cada vez mais
necessario, devido a procura de tratamentos mais eficazes e com menos efeitos
colaterais. Assim como a busca por alternativas com baixo custo, gerando economia
para os centros de saude.

Segundo o INCA, os custos dos tratamentos a base de quimioterapias
realizadas pelo Sistema Unico de Saude aumentaram 450% nos ultimos anos, como
resultado do envelhecimento da populacao brasileira e da chegada de novas drogas
e tratamentos.

Assim, o presente estudo visa contribuir ndo somente para uma melhor
compreensao da atividade antitumoral de Rhipsalis baccifera, mas também verificar

a avaliacao toxicologica do vegetal.



21

1.3. OBJETIVOS

1.3.1. Objetivo Geral:
e Avaliar a atividade antitumoral in vivo da espécie Rhipsalis baccifera em

camundongos com Carcinoma de Ehrlich.

1.3.2. Objetivos Especiificos:

¢ l|dentificar o perfil fitoquimico da espécie Rhipsalis baccifera;

e \erificar a toxicidade in vitro do extrato frente ao microcrustaceo Artemia
salina Leach:;

e Averiguar a toxicidade aguda in vivo do extrato bruto seco etandlico de
Rhipsalis baccifera segundo o método OECD;

e Avaliar histopatologicamente a atividade antineoplasica do extrato de

Rhipsalis baccifera em Carcinoma de Ehrlich.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. CANCER

Cancer € o nome dado a um conjunto de mais de 100 doengas que tém em
comum o crescimento desordenado de células, que invadem tecidos e 6rgaos.
Dividindo-se rapidamente, estas células tendem a ser muito agressivas e
incontrolaveis, determinando a formagao de tumores malignos, que podem espalhar-
se para outras regides do corpo. As causas de cancer sido variadas, podendo ser
externas ou internas ao organismo, estando inter-relacionadas. As causas externas
referem-se ao meio ambiente e aos habitos ou costumes proprios de uma
sociedade. As causas internas sdo, na maioria das vezes, geneticamente pré-
determinadas, e estdo ligadas a capacidade do organismo de se defender das
agressodes externas (INCA, 2013).

O céancer ¢é a terceira causa de morte (11,84% do total de ébitos) e a segunda
causa de morte por doenga (27.63%) no Brasil, perdendo apenas para as doengas
cardiovasculares, e a cada ano atinge pelo menos 9 milhdes de pessoas, de acordo
com dados da Organizagdo Mundial de Saude (WUNSC FILHO et al., 2012).

Entre os tipos de tratamento para essa doencga, a quimioterapia é uma
abordagem sistémica e torna possivel a cura de alguns tumores, além de permitir o
tratamento precoce de metastases ndo detectaveis, entretanto pode causar
inumeros efeitos colaterais indesejaveis (BONASSA, 2005).

Dessa forma, é de fundamental importancia o desenvolvimento de pesquisas
com novos farmacos antitumorais, que apresentem baixas ou nenhuma toxicidade

para células normais (ALMEIDA et al., 2011).

2.2. TUMOR DE EHRLICH

O avango nos estudos do cancer e a compreensao de diversos mecanismos
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relacionados a sua etiologia, progressao, diagnostico e tratamento, se deve
principalmente a oncologia experimental. Este ramo da oncologia surgiu com a
introdugdo dos chamados tumores transplantaveis ou transmissiveis. Estes sao
mantidos em laboratério através da inoculacdo seriada em animais suscetiveis ou
mantidos em cultura celular (GUERRA, J.L., 2002).

O Carcinoma de Ehrlich foi desenvolvido por Paul Ehrlich em 1896 e descrito
em 1906 como adenocarcinoma espontaneo de glandula mamaria de camundongos
fémea. Inicialmente, o tumor foi desenvolvido experimentalmente sob forma solida,
sendo transplantado em animais da mesma espécie. Somente em 1932 o tumor foi
convertido para a forma ascitica (DAGLI, 1989).

O tumor de Ehrlich € uma neoplasia experimental transplantavel de origem
epitelial maligna, espécie-especifica (EHRLICH, 1906). Tem sido utilizada no estudo
da acao de componentes quimicos, fisicos e biolégicos sobre o crescimento,
patogénese, imunologia, citogenética e terapéutica de células tumorais (SEGURA et
al., 2000; MADY, 2002; PALERMO-NETO et al., 2003; SILVA, 2003).

O tumor de Ehrlich se desenvolve com duas variaveis de comportamento, de
conformidade com o local do implante. Quando a inoculagédo de suas células é feita
na cavidade peritoneal, este cresce em suspensdao, traduzindo-se na forma ascitica
do referido tumor. Contudo, quando a inoculacdo de células é feita no tecido celular
subcutéaneo de qualquer localizacdo do tegumento do animal, este cresce sob a
forma solida. Por essa razéo é que se justifica a denominacao, habitualmente usada,
de forma sdlida ou ascitica do tumor (GUERRA, 1983).

Ao exame macroscopico sob a forma ascitica, depois de aproximadamente
sete dias de implante na cavidade peritoneal, se caracteriza pela presenca de

grande quantidade de fluido discretamente viscoso e de aspecto leitoso. Por outro
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lado, a forma sodlida neste mesmo periodo de evolugcédo, apresenta-se como uma
massa palpavel, de consisténcia firme, coloracdo esbranquicada, aspecto
homogéneo e brilhante, pouco aderente ao plano profundo e relativamente movel.

A histologia tipica do tumor se caracteriza por apresentar parénquima
indiferenciado e estroma delicado. As células tumorais sédo arredondadas, com
limites celulares distintos, citoplasma escasso, nucleo central redondo ou ovoide,
denso, com nucléolos proeminentes e pleomorfismo celular evidente. Mitoses quase
sempre presentes e com figuras aberrantes sdo observadas. O arranjo destas
células simula palicadas, entretanto na maioria das vezes, estas se distribuem
caoticamente. Seu estroma € formado de fibras colagenas e delicados capilares
(GUERRA, 1983).

Devido a suas caracteristicas didaticas e de facilidade de manuseio
experimental, o tumor de Ehrlich tem sido extensamente aplicado para a chamada
Oncologia Experimental, um ramo da Oncologia Comparada dedicada ao
desenvolvimento dos chamados tumores transplantaveis ou transmissiveis. A
Oncologia Comparada, por sua vez, "procura melhorar o conhecimento das

neoplasias do homem, de animais e mesmo de plantas" (DAWE, 1982).

2.3. RHIPSALIS BACCIFERA
A familia cactaceae possui distribuicdo neotropical, compreende 124 géneros
e 1438 espécies distribuidas no novo mundo (HUNT et al. 2006), exceto por
Rhipsalis baccifera, também conhecido como cacto macarrdo, cuja distribuicdo
chega até a Africa e Asia (TAYLOR, 1997; ANDERSON, 2001; HUNT et al., 2006).
Das quais, cerca de 10% sé&o representadas por plantas epifitas, de acordo com
BENZING (1990) e sao adaptadas as regibes mais umidas, distribuidas desde o

México até a Argentina e os centros da diversidade da familia sdo o México, costa
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leste do Brasil e nos Andes (HUNT et al., 2006, ZAPPI et al., 2007, CALVENTE
2010).

De acordo com ZAPPI et al. (2010), sdo 233 espécies de cactaceae no Brasil,
distribuidos em 37 géneros. O monofiletismo da familia e sua divisdo em quatro
subfamilias, Pereskioideae, Opuntioideae, Maihuenioideae e Cactoideae (figural),
sao sustentados por caracteristicas morfoldgicas e moleculares (NYFFELER, 2002;
WALLACE & GIBSON, 2002). As espécies ocorrem em ambientes diversos, como 0
Cerrado, a Caatinga e a Floresta Atlantica (TAYLOR & ZAPPI, 2004). O leste do
Brasil, em particular, inclui uma alta diversidade de espécies endémicas; estima-se
que 74% do total das espécies da familia ali conhecidas sejam endémicas da regido
(MYERS et al., 2000; TAYLOR & ZAPPI, 2004; CALVENTE 2010). No entanto, as
populacbes de cactos desta regido vém sofrendo degradacdo acentuada,
especialmente em virtude do desmatamento, desenvolvimento agricola,

urbanizacao, coleta para exploragéo comercial e mineracdo (TAYLOR, 1997).
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Espécie:
Rhipsalis baccifera (Sol.)Stearn

Figura 1 - Fluxograma da espécie Rhipsalis baccifera (Sol.) Stearn.

Fonte: proprio autor.

A subfamilia cactoideae constitui um grupo monofilético, suportado por
caracteres moleculares e caracterizada pela reducdo completa de suas folhas
(NYFFELER, 2002).

Cactoideae € a mais diversificada das subfamilias de cactaceae, composta
por nove tribos (HUNT et al., 2006), sendo rhipsalideae bem representada nas
formacdes de Floresta Atlantica e com centro de diversidade no sudeste do Brasil

(HUNT et al., 2006).
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As caracteristicas morfologicas e fisiologicas de espécies de cactaceae
constituem adaptacfes aos ambientes aridos e semi-aridos (GIBSON & NOBEL
1986). Dentre as modificacdes fisiologicas registra-se a rapida absorcdo de agua
pelas raizes depois de uma seca prolongada e auséncia de folhas, resultando em
um caule fotossinteticamente ativo, sdo algumas das principais adaptacdes
morfolégicas encontradas neste grupo (NOBEL, 1978; SCHEINVAR, 1985;
DARLING, 1989).

Cerca de 220 espécies sao epifitas e ocorrem em florestas tropicais e
subtropicais Umidas, sendo que a maioria destas pertence as tribos Hylocereeae e
Rhipsalideae (NYFFELER, 2002; HUNT et al., 2006; CALVENTE et al., 2011).
Plantas epifitas sdo aquelas que passam a maior parte de sua vida sobre outras
plantas (BENZING, 1987).

A familia apresenta uma consideravel importancia econémica, com destaque
para seu valor ornamental, ja que espécies de cactaceae sao -cultivadas,
colecionadas e comercializadas em diversas partes do mundo. Além disso, muitas
espécies sdo utilizadas como forragem, na alimentacdo (caules, folhas e frutos) e
medicina, entre outros (BARTHLOTT & HUNT, 1893; TAYLOR, 1997; ANDERSON,
2001; ANDRADE et al., 2006). Esta grande utilizacdo como plantas ornamentais tem
provocado a rapida diminuicdo do habitat de espécies endémicas de cactaceae,
fazendo com que os estudos sobre a taxonomia, biologia e evolucdo do grupo que
Sao criticos para o estabelecimento de estratégias para a conservagao das espécies
tornem-se urgentes (CALVENTE, 2010).

A maioria das espécies de Rhipsalis sdo holoepifitas, que sdo as epifitas
verdadeiras que nascem, vivem e morrem no ambiente epifitico (BENZING, 1987),

entretanto algumas espécies também s&o rupicolas, crescendo em ambientes
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abertos e ensolarados, com poucas exclusivas desses ambientes. As espécies de
Rhipsalis sdo, em maioria, endémicas do Brasil (81%) e diversas espécies
apresentam uma distribuicdo restrita do pais. Apenas trés espécies de Rhipsalis
possuem ampla distribuicAo na América tropical: Rhipsalis micranta (Kunth) DC.
(Peru até a Costa Rica), Rhipsalis floccosa Salm-Dyck ex Pfeiff. (Paraguai até a
Venezuela) e Rhipsalis baccifera (em toda a América do Sul, México, Caribe e
Flérida nos EUA). De acordo com GENTRY & DODSON (1987), existem poucos
géneros de plantas epifitas vasculares que sdo amplamente distribuidos nas regides
tropicais e Rhipsalis esta entre eles, em razdo da ampla ocorréncia de R. baccifera.

Rhipsalis baccifera habita florestas perenifélias (TATLOR & ZAPPI, 2004) e
ocorre na América (dos E.U.A. até a Argentina), na Africa, em Madagascar e em Sri
Lanka (HUNT, 2006). No Cear4, ocorre em florestas serranas, onde frequentemente
cresce juntamente com E. phyllanthus (MENEZES et al. 2011).

Segundo DETTKE et al. 2004, na espécie Rhipsalis baccifera apresenta
apenas drusas como inclusdes celulares. E relatada a fungéo dos cristais de oxalato
de calcio como protecdo contra a herbivoria, pelo fato de causarem irritacdes em
vertebrados quando ingeridos e ao controle dos niveis de calcio citossélico

(FRANCESCHI & HORNER, 1980; PAIVA & MACHADO, 2005).
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Figura 02 — Aspecto geral de Rhipsalis baccifera.
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Fonte: http://worldofsucculents.com/wp-content/uploads/2015/07/Rhipsalis-baccifera

2.4. TOXICIDADE

Toxicidade é uma propriedade relativa de uma substancia quimica que se
refere ao seu potencial de causar danos aos organismos vivos e é uma funcdo da
concentracdo da substancia quimica e da duracdo da exposicdo (RAND &
PETROCELLI, 1985). Quando se fala em toxicologia, algumas definicbes sao
levadas em consideracédo, como exemplo, toxicidade aguda e cronica. A toxicidade
aguda refere-se a exposicdo ao agente toxicante, em um curto espaco de tempo,
capaz de promover os efeitos indesejaveis, desde simples tontura até mesmo a
morte. A toxicidade cronica esta correlacionada a exposicdes repetidas, de longa
duracéo e doses frequentemente insuficientes para provocar uma intoxicacéo aguda,
na qual o ser humano apresentara sintomas apds meses ou anos de contato com o
agente toxicante. Lembrando que uma mesma substancia pode provocar intoxicagao
aguda e apds certo tempo, desencadear uma intoxicagao cronica (OGA, 2014).

Praticas relacionadas ao uso popular de plantas medicinais sdo o que muitas
comunidades tém como alternativa viavel para o tratamento de doencas ou

manutencdo da saude (AMOROZO, 2012). E devido a isto os estudos toxicologicos

tém a importancia de demonstrar a ideia errbnea de que produtos fitoterapicos, por
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serem naturais, sao isentos de efeitos toxicos ou adversos, e que 0 uso popular de
plantas medicinais serve como validacdo da eficacia destes medicamentos (LAPA,
1999; LAPA, 2001; CRAVEIRO et al., 2008; MARLIERE et al., 2008; SILVEIRA et
al., 2008).

De acordo com dados do Sistema Nacional de Informacdes Toxicolégicas
(SINITOX), no ano de 2010, no Brasil foram registrados 1132 casos de intoxicacao
humana por uso de plantas sendo que desses, 5 foram a 6bito (SINITOX, 2009).

A avaliacdo da toxicidade é realizada com o objetivo de determinar o potencial
de novas substancias e produtos causar danos a saude humana. Testes que
avaliam a toxicidade sistémica aguda sdo utilizados para classificar e
apropriadamente rotular substancias de acordo com o seu potencial de letalidade ou
toxicidade como estabelecido pela legislacdo. Além da letalidade, outros parametros
sdo investigados em estudos de toxicidade aguda sistémica para identificar o
potencial toxico em 6rgaos especificos e a relacao-dose resposta.

Dentre os ensaios de toxicidade in vitro, encontra-se o ensaio de letalidade
frente a Artemia salina Leach, um microcrustaceo de agua salgada comumente
utilizado como alimento para peixes. A simplicidade com que pode ser manuseado,
a rapidez dos ensaios e o0 baixo custo favorece a sua utilizacao rotineira em analises
preliminares de toxicidade geral (LUNA et al., 2005; NASCIMENTO et al., 2008). Os
ensaios de letalidade sao largamente empregados em testes toxicoldgicos podendo-
se obter a concentracéo letal mediana (CLsp), que € a dose necessaria para causar a
morte de 50% de uma amostra em estudo (BEDNARCZUK et al., 2010).

De acordo com MEYER et al., (1982), existe uma relacéo entre a toxicidade e
a concentracao letal mediana (CLsp) de extratos vegetais sobre a A. salina, sendo

que, quando sdo encontrados valores de CLsy maiores que 1000 ug/mL e nédo é
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observada a morte de mais de 50% de uma populacdo, estes extratos ndo séo
considerados toxicos.

Este bioensaio, além de determinar a toxicidade geral, apresenta uma boa
correlacdo com atividade citotoxica em alguns tipos de tumores solidos. Dessa
forma, este teste pode servir como indicador de compostos bioativos para atividades
antineoplasica. (MCLAUGHLIN et al. 1993, 1998, PARRA et al. 2001).

Dentre varios métodos ou testes empregados para avaliar efeitos toxicologicos
in vivo, o teste de toxicidade aguda permite definir o grau de toxicidade intrinseca do
composto, identificar 6rgdos que podem ser alvos de efeitos indesejados e
selecionar doses para estudos de longa duracdo (ALMEIDA, 2011).

O método OECD ¢é um procedimento gradual com a utilizacdo de 3 animais do
mesmo sexo por etapa. Dependendo da mortalidade e/ou estado de morbidez dos
animais, em média, 2 ou 4 etapas podem ser necessarias para permitir avaliar a
toxicidade aguda da substancia de ensaio. Este procedimento € reprodutivel e utiliza
poucos animais. O método de classificacdo de toxicidade aguda baseia-se na
avaliacdo biométrica de doses fixas, devidamente separadas para permitir uma
substéancia ser classificada quanto aos efeitos de classificacdo e avaliacdo de risco
(OECD, 20011).

Trés animais sdo usados para cada dose. A dose inicial deve ser selecionada
entre as doses fixas de 5, 50, 300 e 2000 mg/kg, sendo aquela mais propensa a
produzir mortalidade com base em relatos de dose com toxidade evidente, quando
possivel, ou por meio de relatos evidenciados com base na estrutura quimica. Na
auséncia de ambas, a informacao pode iniciar o estudo de triagem com a dose de

300 mg/kg (OECD, 2001).
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Quando informacfes avaliadas sugerem que a mortalidade significativa nao
seja iniciada com o valor maior de dose 2000 mg/kg de peso corporeo, o teste para
se conhecer o limite deve ser conhecido. Excepcionalmente, e somente quando
justificado por necessidades epecificas, o uso de um valor de dose maior de 5000
mg/kg pode ser considerado. O tempo de intervalo entre o tratamento dos grupos é
determinado pelo inicio, duracdo e gravidade dos sinais toxicos. O tratamento de
animais com a préxima dose deve ser esperado até que se confirme a sobrevivéncia
de um animal previamente doseado (OECD, 2001).

Os animais séo observados nos tempos de 15 min, 30 min, 1 h,2h,4he8h
apos a administracdo e, a partir de entdo, diariamente, até o décimo quarto dia.
Dependendo da mortalidade ou do estado de morbidez dos animais outras doses
S840 necessarias para que se admita um critério da toxicidade aguda da substancia
testada. A classificacdo da substancia administrada é feita de acordo com o Sistema
de classificacdo harmonizada (GHS), estimando-se sua DLs (dose letal em 50% dos

animais) (OECD, 2001).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. LOCAL DO ESTUDO

Este estudo foi realizado no Laboratério de Farmacologia e Cancerologia
experimental do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de
Pernambuco, com suporte do laboratério de Histotecnologia e Microscopia do
Programa de Pds-graduacdo em Patologia da UFPE, Laboratério de Analises
Clinicas do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da UFPE e Laboratério de

Ecologia Aplicada e Fitoquimica do Departamento de Botanica da UFPE

3.2. PERIODO DE REFERENCIA

A parte pratica experimental do estudo foi realizada no periodo de janeiro de
2016 a junho de 2017. Durante esse periofo, foi realizado a inducédo do tumor em
camundongos, uso das substancias testes, processamento e andlise das amostras
sanguineas e teciduais e ainda, andlises estatisticas dos dados, interpretacdo dos

resultados e redacdo dos manuscritos.

3.3. TIPO DE ESTUDO

O estudo foi realizado através do método experimental comparativo

controlado.
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3.4. MATERIAL BOTANICO E EXTRACAO DA MATERIA PRIMA

Amostras de Rhipsalis baccifera foram coletadas no campus da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE), Recife/PE, Brasil e posteriormente identificadas
pela botanica Dr2 Marlene Barbosa. Uma exsicata foi depositada no herbario —
Geraldo Mariz do Centro de Biociéncias (CB) da UFPE, sob o registro 81.116 (Anexo

A).

FIGURA 03 - Exsicata de Rhipsalis baccifera
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FONTE: Foto do proprio autor.
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3.5. PREPARACAO E CONCENTRACAO DO EXTRATO BRUTO ETANOLICO
DE RHIPSALIS BACCIFERA (EERB)

O processo de secagem do vegetal ocorreu em temperatura ambiente (com
meédia de 28 ° C) de toda planta durante 30 dias e posteriormente foi triturado a pé
em moinho de facas. Deste material foi utilizado 257 g para a extracdo com 2000 mL
de alcool etilico absoluto. Posteriormente o extrato bruto obtido por filtracdo foi
concentrado em evaporador rotativo sob temperatura constante de 40°C para

eliminacao do solvente organico e obtencéo do extrato bruto.

3.6. ANIMAIS

Foram utilizados trinta (seis para avaliacdo da toxicidade aguda e vinte e
quatro para atividade antitumoral) camundongos adultos albinos Swiss (Mus
musculus), fémeas, com aproximadamente 60 dias de idade e pesos entre 25 e 40q,
procedentes do Biotério do Departamento de Antibiéticos da Universidade Federal
de Pernambuco. Os animais foram mantidos em condi¢cdes controladas de
iluminacao (ciclo claro/escuro de 12h cada) e temperatura de +25 +3°C, em gaiolas
de polipropileno com dimensdes de 20x30x12cm, forradas com maravalha,
receberam racdo da marca presence® e agua ad libitum. O protocolo experimental
foi aprovado pelo Comité de Etica no uso de animais (CEUA) do Centro de
Biociéncias da UFPE, sob o registro 23076.041254/2016-75 (Anexo B) de acordo
com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para Experimentacdo animal

(COBEA) e Conselho Nacional de Experimentacao animal (CONCEA).
3.7. ABORDAGEM FITOQUIMICA

A analise cromatogréafica foi realizada por cromatografia em camada delgada,

com utilizacédo de placas de gel de silica 60 (Merk), nas quais foram aplicadas 15uL
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do extrato previamente preparado, selecionados os sistemas de desenvolvimento
cujos reveladores foram de acordo com as moléculas pesquisadas (WAGNER &
BLADT, 1998). Para pesquisa de alcaldides, o cromatograma foi revelado com
reagente de Dragendorff e utilizado escopolamina como substancia padrédo. Para
flavondides, uma aliquota do extrato foi solubilizado em &alcool 70% (ETOH 70%),
adicionado Cloroférmio (CHCI3) e agitado para obtencédo de duas fases, clorofémica
e hidroalcoolica, empregou-se uma mistura de acetato de etila : acido formico : acido
acético glacial : agua (100: 11: 11: 26 v/v) como fase movel e foi revelada com o
reagente de NEU, com observacdo em camara de Ultravioleta (365 nm), que utilizou
como substancia padrdo a quercetina. Em relacdo a pesquisa de fenilpropandides
também utilizou-se a criacdo de duas fases, clorofobmica e hidroalcoolica, empregou-
se uma mistura de tolueno: éter (1: 1) como fase moével, revelada com solucéo
hidroxido de potassio (KOH) a 10%, observada em camara de Ultravioleta (365 nm)
e como substancia padrao a cumarina. Para a pesquisa de terpenos empregou-se
como fase mével uma mistura, tolueno: acetato de etila (93: 7 v/v), revelada com
vanilina sulfurica a 1%, seguida de aquecimento em estufa (100°C), o surgimento de
manchas com coloracédo roxo/verde/azul foi usado como critério diagnostico. Na
pesquisa de triterpenos empregou-se uma mistura, tolueno: cloroférmio: etanol (40:
40: 10 v/v) como fase movel, revelada com anisaldeido sulfurico, seguido de
aquecimento em estufa (100°C), a identificagdo de manchas com coloragao

levemente résea e avermelhada foi usado como critério de evidéncia.

3.8. AVALIACAO DA TOXICIDADE POR ARTEMIA SALINA LEACH

A metodologia foi realizada segundo Meyer et al. (1982), com cistos de A.

Salina que foram postos para eclodir em agua do mar em incubadora, na
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temperatura de 25°C, com iluminacéo artificial, aeracdo constante e coberto com
papel aluminio por 48 horas com a finalidade de manutencéo da temperatura.

Apoés a eclosao, as larvas foram dispostas em tubos de ensaio com 10 larvas
de metanauplios cada com auxilio de uma pipeta Pasteur e 9 mL de agua do mar,
onde o extrato etandlico de Rhipsalis baccifera obtido foi colocado nas diferentes
concentracdes: 50 mg/mL, 100 mg/mL, 500 mg/mL e 1000 mg/mL.

Foi utilizado como controle negativo agua do mar e artemias. O ensaio foi
realizado em triplicata, com contagem das espécies vivas e mortas apés 24 horas,
considerando-se todos microcrustaceos imoveis durante a observagcdo e com a leve
agitacao do frasco.

Os resultados foram submetidos a tratamento estatistico com modelo Probit e
analise de regressao linear para determinar a concentracdo letal média (CLsp) do
extrato estudado. A CLso foi a concentracdo letal média para 50% das larvas.
Considerou-se atdoxica quando a ClLsg for maior do que 1000 pg/mL. A atividade
citotdxica € considerada fraca se a CLs for entre 500 e 1000 pg/mL; moderada com

CLsp entre 100 e 500 pg/mL; elevada com CLso entre O e 100 pg/mL.

3.9. AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA E DETERMINACAO DA DLsy

A avaliacdo da toxicidade aguda in vivo foi realizada por via oral de acordo
com a Organizacdo para Cooperacdo Econdmica e Desenvolvimento (OECD),
utilizando como base o protocolo experimental Guideline 423 (OECD 423, 2011)
para identificar a dose letal média (DLsp). A DLso € a dose letal média para 50% dos
animais. Esse protocolo estabelece 4 niveis de dose (2000 mg/kg, 300 mg/kg, 50
mg/kg e 5 mg/kg) e é classificado segundo os critérios do Sistema de Classificagéo

Harmonizada (GHS) (figura 4). Os grupos experimentais de camundongos foram
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distribuidos com 3 animais por gaiolas. Este procedimento € reprodutivel e utiliza
poucos animais. O método de classificacdo de toxicidade aguda baseia-se na
avaliacdo biométrica de doses fixas, devidamente separadas para permitir uma
substancia ser classificada quanto aos efeitos de classificacdo e avaliacdo de risco
(OECD, 20011).

Inicialmente foi utilizado um grupo tratado com EERB 2000 mg/kg e um
controle que receberam apenas soro fisiolégico 0,9%. Aos grupos testes foram
administrados por gavagem o extrato de Rhipsalis baccifera. Para melhor
identificacdo dos animais todos foram marcados, receberam racéo e agua ad libitum
durante todo o experimento e privados de alimentagcdo por 6h antes da
administracdo do extrato.

As alteracbes comportamentais dos animais foram avaliadas separadamente
apos a administracdo do extrato durante 60 minutos e em seguida diariamente por
um periodo de quatorze dias, com pesagens diarias dos animais, do alimento, assim

como verificacdo do volume de agua ingerido.
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Figura 04 — Avaliacao de toxicidade aguda de acordo com o guia da Organizacéo
para Cooperacao e Desenvolvimento Econémico (OECD, 2001).
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3.10. ATIVIDADE ANTITUMORAL
3.10.1. Implante da massa tumoral
A implantacdo do Carcinoma de Ehrlich foi realizada de acordo com a
metodologia de STOCK et al., (1955) e KOMIYAMA (1992). Este tumor é mantido
através da inoculagéo seriada em animais provenientes do biotério do Departamento
de Antibiéticos da UFPE. Para o transplante do tumor, as células foram retiradas de
animal doador com oito dias de implantacao, através da aspiracédo da forma ascitica
e foram introduzidas nos animais receptores, por via subcutanea na regiao subaxilar,

numa concentracdo de 25 x 10° células/mL de liquido ascitico.

3.10.2. Tratamento

O tratamento foi iniciado 48 horas apos o implante e divididos em 4 grupos
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com 6 animais cada, e tratados por 7 dias com: Grupo 1 (G1): Controle (solucao
salina 0,9%); Grupo 2 (G2): Padrao (Cisplatina 5mg/kg); Grupo 3 (G3): tratado com
EERB 250 mg/kg e Grupo 4 (G4): tratado com EERB 125 mg/kg os quais receberam,
respectivamente, 10% e 5% da dose letal mediana (DLsg) encontrada no teste de
toxicidade aguda por via oral (v.0).

No oitavo dia os animais foram pesados e sacrificados por deslocamento
cervical. Amostras sanguineas coletadas por puncédo cardiaca, e alocados em dois
tubos, um com EDTA para analise hematolégica (contagem de eritrocitos, leucocitos,
hemoglobina) e indices hematimétricos como volume corpuscular médio (VCM),
hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM) e outro com gel separador, o qual foi centrifugado por 10 minutos a
3500 rpm, para obtencdo do soro destinado as analises bioquimicas tais como:
uréia, creatinina, transaminases e fosfatase alcalina; Logo apdés, os tumores foram
extirpados, dissecados, pesados e calculados quanto a diferenca entre 0os grupos
tratados e controle para obtencéo do indice de inibicdo tumoral.

A inibicdo tumoral foi calculada em comparacdo ao grupo controle apdés
pesagem dos tumores, segundo a férmula de NACHON et al., 1981:

TWI (%) = (C - T) x 100

C
Onde: TWI = Percentual de inibigdo tumoral.
C = Média dos pesos dos tumores do grupo controle.

T = Média dos pesos dos tumores do grupo tratado.

3.11. ANALISE HISTOPATOLOGICA

Apo6s a eutanasia foi procedida incisao cirurgica nos animais que se estende do
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térax até o abdomen para a retirada do baco, rim, figado e pulmao. Os érgaos foram
fixados em formaldeido tamponado a 10% durante 24 horas e processados em
concentragbes crescentes de alcool (70%, 80%, 90% e 100%). Foi realizado o
processamento histologico de rotina, embebidos em parafina, emblocados,
realizados cortes em microtomia com espessura de 4 pm, montados em laminas
histolégicas e laminulas e coradas para a técnica Hematoxilina-eosina (HE) para
analise microscopica subsequente.

Analises microscopicas foram realizadas em microscopico binocular modelo
Kinon® L1000b-AC, e fotografias de cortes histologicos foram realizadas com auxilio
de programa de captura Motic Images Plus 2.0 com camera digital no modelo

Samsung® marca PL 120 14.2MP com Zoom o6ptico de 10x.

3.12. ANALISE ESTATISTICA

Para analise dos dados foi construido um banco de dados na planilha
eletrénica Microsoft Excel em Windows 8.0 a qual foi exportado para o software
SPSS versao 18 onde foi realizada a analise. A avaliagdo da normalidade foi feita
pelo teste de Shapiro-Wilk. Nos casos em que a normalidade nao foi indicada foi
aplicado o teste de Kruskall-Wallis para comparacao da distribuicdo do parametro de
interesse entre os grupos de tratamento e através do teste de Mann-whitney na
comparagao do parametro de interesse entre os grupos, dois a dois. Para avaliar o
percentual de mortalidade foram calculadas as frequéncias percentuais. Na
avaliacao da mortalidade da A. salina para cada dose realizada foi aplicado o Probit,
modelo que estima a chance de morte em diferentes dosagens e, apos a estimagao
da mortalidade para cada grupo de dose recebida, foi aplicado o modelo de

regressao linear para determinar o valor do CLsy. Para analise dos tumores foi
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calculado o indice de inibicao tumoral através da pesagem dos tumores, segundo
férmula pré-estabelecida por Nachon et al., 1981. Todas as conclusdes foram tiradas

considerando o nivel de significancia de 5%.
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4. ARTIGOS
4.1. PERFIL FITOQUIMICO E AVALIAGAO TOXICOLOGICA DO EXTRATO DE
RHIPSALIS BACCIFERA (CACTACEAE) SOBRE ARTEMIA SALINA E

MUS MUSCULUS

Submetido a REVISTA BRASILEIRA DE PLANTAS MEDICINAIS.

Qualis B3 (Medicina Il)
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Perfil fitogquimico e avaliacdo toxicoldgica do extrato etandlico de Rhipsalis

baccifera (Cactaceae) sobre Artemia salina e Mus musculus

Introducéo

Atualmente varias enfermidades tém sido tratadas por meio da utilizacdo de plantas
medicinais. No entanto, o uso popular, e mesmo o tradicional, ndo sao suficientes
para validar eticamente este recurso natural como medicamentos eficazes e seguros
(Turolla & Nascimento, 2006; Agra et al., 2008).

Estudos toxicol6gicos tém o objetivo de avaliar a ideia de que plantas medicinais,
por serem naturais, sdo isentas de efeitos toxicos ou adversos. E fundamental,
porém o estabelecimento da seguranca, eficacia e garantia na qualidade das
preparacbes com esses vegetais, como também o conhecimento prévio da
composicdo quimica para a confirmacéo dos principios ativos. (Craveiro et al., 2008).
A familia Cactaceae possui distribuicdo neotropical, compreende 124 géneros e
1438 espécies distribuidas no novo mundo (Hunt et al., 2006), exceto por Rhipsalis
baccifera (Sol.) Stearn, cuja distribuicdo chega até a Africa e Asia (Anderson, 2001;
Hunt et al., 2006). Cerca de 220 espécies sao epifitas e ocorrem em florestas
tropicais e subtropicais Umidas (Hunt et al., 2006; Calvente et al., 2011). Apresenta
uma consideravel importancia econémica, com destaque para seu valor ornamental,
ja que espécies de Cactaceae sao cultivadas, colecionadas e comercializadas em
diversas partes do mundo (Anderson, 2001; Andrade et al., 2006).

O método de analise com Artemia salina Leach é proposto como um simples
bioensaio para pesquisa preliminar de atividade de produtos naturais. Por esse
meétodo, é possivel determinar a concentracdo letal 50% (CLso) de componentes

ativos e extratos em um meio salino. A atividade do teste é manifestada pela
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toxicidade de componentes ativos, fracées ou extrato de produtos naturais frente ao
organismo marinho, e pode ser usado como um monitor conveniente para a
citotoxicidade de produtos, além de ser um método rapido, seguro e acessivel
(Meyer, 1982; McLaughlin, 1998). O ensaio permite a avaliacdo da toxicidade geral
e, portanto, é essencial como bioensaio preliminar no estudo de compostos com
potencial atividade biologica.

O teste de toxicidade aguda define o grau de toxicidade intrinseca do composto,
identifica 6rgdos que podem ser alvos de efeitos indesejados e seleciona doses para
estudos de longa duracdo (Almeida, 2011). O método da Organizacdo para
Cooperacdo Econdémica e Desenvolvimento (OECD) é um procedimento gradual
com a utlizacdo de 3 animais do mesmo sexo por etapa. Dependendo da
mortalidade e/ou estado de morbidez dos animais, em média, 2 ou 4 etapas podem
ser necessarias para permitir avaliar a toxicidade aguda do produto a ser avaliado.
Este procedimento € reprodutivel e utiliza poucos animais. O método de
classificacdo de toxicidade aguda baseia-se na avaliacdo biométrica de doses fixas,
devidamente separadas para permitir uma substancia ser classificada quanto aos
efeitos de classificagcdo e avaliagéo de risco (OECD, 20011).

Espécies da familia Cactaceae sdo bastante estudadas em todo o mundo, porém a
avaliacdo do potencial toxico de Rhipsalis baccifera € escasso. Diante do exposto,
objetivou-se determinar a composicdo quimica do extrato etandlico de Rhipsalis
baccifera e avaliar sua toxicidade in vitro em Artemia salina Leach e “in vivo” sobre

Mus musculus.

Materiais e métodos

Material botanico e extragcdo da matéria prima
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Amostras de Rhipsalis baccifera foram coletadas no campus da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE), Recife/PE, Brasil e posteriormente identificadas
pela botanica Dr* Marlene Barbosa. Uma exsicata foi depositada no herbéario —

Geraldo Mariz do Centro de Biociéncias da UFPE, sob o registro 81.116.

Preparacdo e concentracdo do extrato bruto etandlico de Rhipsalis baccifera

(EERB)

O processo de secagem do vegetal ocorreu em temperatura ambiente (com média
de 28 ° C) de toda a planta durante 30 dias e posteriormente foi triturado a pé em
moinho de facas. Deste material foi utilizado 257 g para a extracdo com 2000 mL de
alcool etilico absoluto. Posteriormente o extrato bruto obtido por filtracdo foi
concentrado em evaporador rotativo sob temperatura constante de 40°C para

eliminacao do solvente organico e obtencéo do extrato bruto.

Animais

Foram utilizados seis camundongos adultos albinos Swiss (Mus musculus), fémeas,
com aproximadamente 60 dias de idade e pesos entre 25 e 40g, procedentes do
Biotério do Departamento de Antibi6ticos da Universidade Federal de Pernambuco.
Os animais foram mantidos em condi¢des controladas de iluminagao (ciclo
claro/escuro de 12h cada) e temperatura de 25 +3°C, em gaiolas de polipropileno
com dimensdes de 20x30x12cm, forradas com maravalha, receberam racdo da
marca presence® e agua ad libitum. Foram dispostos trés animais por gaiola. O
protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica no uso de animais (CEUA)

do Centro de Biociéncias da UFPE, sob o registro 23076.041254/2016-75.
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Abordagem fitoquimica

A analise cromatografica foi realizada por cromatografia em camada delgada, com
utilizacao de placas de gel de silica 60 (Merk), nas quais foram aplicadas 15uL do
extrato previamente preparado, selecionados os sistemas de desenvolvimento cujos
reveladores foram de acordo com as moléculas pesquisadas (WAGNER et al.,
1998). Para pesquisa de alcaldides, o cromatograma foi revelado com reagente de
Dragendorff e utilizado escopolamina como substancia padrédo. Para flavondides,
uma aliquota do extrato foi solubilizado em alcool 70% (ETOH 70%), adicionado
Cloroférmio (CHCI3) e agitado em agitador magnético para obtencao de duas fases,
clorofémica e hidroalcoolica, empregou-se uma mistura de acetato de etila : acido
férmico : &cido acético glacial : agua (100: 11: 11: 26 v/v) como fase moével e foi
revelada com o reagente de NEU, com observacdo em camara de Ultravioleta (365
nm), que utilizou como substancia padrdo a quercetina. Em relacdo a pesquisa de
fenilpropandides também utilizou-se a criagdo de duas fases, clorofomica e
hidroalcoolica, empregou-se uma mistura de tolueno: éter (1: 1) como fase mdvel,
revelada com solucéo hidréxido de potassio (KOH) a 10%, observada em camara de
Ultravioleta (365 nm) e como substancia padrédo a cumarina. Para a pesquisa de
terpenos empregou-se como fase movel uma mistura, tolueno: acetato de etila (93: 7
v/v), revelada com vanilina sulfdrica a 1%, seguida de aquecimento em estufa
(100°C), o surgimento de manchas com coloragdo roxo/verde/azul foi usado como
critério diagndstico. Na pesquisa de triterpenos empregou-se uma mistura, tolueno:
cloroformio: etanol (40: 40: 10 v/v) como fase movel, revelada com anisaldeido
sulfarico, seguido de aquecimento em estufa (100°C), a identificacdo de manchas
com coloracdo levemente résea e avermelhada foi usado como critério de evidéncia

subjetivamente.



48

Avaliacéo da toxicidade do EERB

In vitro com Artemia salina Leach

A metodologia foi realizada segundo Meyer et al. (1982), com cistos de A. Salina que
foram postos para eclodir em agua do mar em incubadora, na temperatura de 25°C,
com iluminacéo artificial, aeracdo constante e coberto com papel aluminio por 48
horas.

Apoés a eclosdo, as larvas foram dispostas em tubos de ensaio com 10 larvas de
metanauplios cada com auxilio de uma pipeta Pasteur e 9 mL de agua do mar, onde
o0 extrato etandlico de Rhipsalis baccifera obtido foi colocado nas diferentes
concentracfes: 50 mg/mL, 100 mg/mL, 500 mg/mL e 1000 mg/mL.

Foi utilizado como controle negativo agua do mar e artemias. O ensaio foi realizado
em triplicata, com contagem das espécies vivas e mortas apos 24 horas,
considerando-se todos microcrustaceos imoveis durante a observagdo e com a leve
agitacao do frasco.

Os resultados foram submetidos a tratamento estatistico pelo probit, modelo que
estima a chance de morte em diferentes dosagens, para determinar a concentracao
letal média (CLsp) do extrato estudado. A CLso foi a concentragéo letal média para
50% das larvas. Considerou-se atoxica quando a CLso for maior do que 1000 pg/mL.
A atividade citotoxica € considerada fraca se a CLs for entre 500 e 1000 pg/mL;
moderada com CLso entre 100 e 500 pg/mL; elevada com CLsg entre O e 100 pg/mL.
In vivo com toxicidade aguda

A avaliacéo da toxicidade aguda “in vivo” foi realizada por via oral de acordo com a
Organizacdo para Cooperacdo Econdmica e Desenvolvimento (OECD), utilizada
como base o protocolo experimental Guideline 423 (OECD 423, 2011) para

identificar a dose letal média (DLso). A DLso € a dose letal média para 50% dos



49

animais. Esse protocolo estabelece 4 niveis de dose (2000 mg/kg, 300 mg/kg, 50
mg/kg e 5 mg/kg) e é classificado segundo os critérios do Sistema de Classificacao
Harmonizada (GHS). Os grupos experimentais de camundongos foram distribuidos
com 3 animais cada por gaiolas nos grupos controle e tratado. Este procedimento &
reprodutivel e utiliza poucos animais. O método de classificacdo de toxicidade aguda
baseia-se na avaliacdo biométrica de doses fixas, devidamente separadas para
permitir uma substancia ser classificada quanto aos efeitos de classificacdo e
avaliacao de risco (OECD, 20011).

Inicialmente foi utilizado um grupo tratado com EERB 2000 mg/kg e um controle que
receberam apenas soro fisiologico 0,9%. Aos grupos testes foram administrados por
gavagem o extrato de Rhipsalis baccifera. Para melhor identificagdo dos animais
todos foram marcados, receberam ragcdo presence e agua ad libitum durante todo o
experimento e privados de alimentacdo por 6h antes da administracao do extrato.

As alteracBes comportamentais dos animais foram avaliados separadamente apds a
administracdo do extrato durante 60 minutos e em seguida diariamente por um
periodo de quatorze dias, com pesagens diarias, consumo de alimento e agua.
Analises microscopicas foram realizadas em marca microscopico binocular modelo
Kinon® L1000b-AC, e fotografias de cortes histologicos realizadas com camera
digital no modelo Samsung® marca PL 120 14.2MP com Zoom oOptico de 10x e

Software Motic Images Plus 2.0 para captura.

Andlise estatistica

Para analise dos dados foi construido um banco de dados na planilha eletrénica
Microsoft Excel a qual foi exportado para o software SPSS onde foi realizada a
analise. Para avaliar o percentual de mortalidade foram calculadas as frequéncias

percentuais. A avaliacdo da normalidade foi realizada pelo teste de Shapiro-Wilk.
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Nos casos em que a normalidade nado foi indicada aplicou-se o teste de Mann-
whitney na comparacao do parametro de interesse entre 0s grupos, dois a dois. Na
avaliacdo da mortalidade da A. salina para cada dose realizada foi aplicado o probit,
modelo que estima a chance de morte em diferentes dosagens e, ap0s a estimacéao
da mortalidade para cada grupo de dose recebida, foi aplicado o modelo de
regressao linear para determinar o valor do CL50. Todas as conclusbes foram

obtidas de acordo com o nivel de significancia de 5%.

Resultados e discussao

Perfil fitoquimico

A abordagem fitoquimica de Rhipsalis baccifera realizada com extrato bruto
etandlico, indicou a presenca de alcaldides, flavonoides, fenilpropanoides, terpenos
e triterpenos.

De acordo com a literatura, dentre as substancias mais encontradas em Cactaceas,
estdo os alcaloides (Neal et al., 1971; Dingerdissen; McLaughlin, 1998), ratificando
achados em nosso estudo.

Além de alcaldides, flavonoides, fenilpropandides, terpenos e triterpenos
encontrados em nossa espécie, foram encontrados em outras espécies da mesma
familia Cactaceae, corroborando com os estudos de Lemos (2015), onde
demonstrou que o extrato bruto etandlico de Harrisia adscendens (Cactaceae)
detectou apenas os alcaldides. E importante ressaltar que testes qualitativos n&o
apresentaram alta sensibilidade, por isso € importante a realizacdo de analises
guantitativas para comprovar a existéncia ou ndo de determinado composto.
Resultados obtidos por Santana (2016), também evidenciou a presenca de terpenos

e flavondides nas frac6es da raiz de Cereus jamacaru (Cactaceae). No entanto,
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resultados negativos de alcaldides na raiz ndo implicam necessariamente na sua
auséncia, possivelmente a quantidade dos mesmos esteja pequena para ser
detectada (Brum et al., 2011) ou que o clima ou a area de coleta tenha influéncia na
producdo desses metabdlitos.

Os resultados da analise por cromatografia por Santos (2013) para investigacao de
compostos da Palma forrageira (Opuntia ficus indica), também pertencente a familia
Cactaceae, detectou a presenca de flavondides. Foram encontrados vestigios de
terpenos, o que corrobora com a literatura que menciona a presenca de terpenos na
composicdo quimica da palma (Feugang et al., 2006). Os flavonoides e vestigios de
terpenos detectados nesta pesquisa estdo de acordo com os descritos por Zhong et
al., (2010).

O perfil fitoquimico analisado de Astrpphytum myriostigma (Cactaceae) resultou em
achados positivos para triterpenos e alcaloides confirmando novamente nossos

achados (Garza-Padroén et al., 2010).

Toxicidade por Artemia salina Leach

A avaliacdo da letalidade de compostos bioativos frente a microcustaceos se faz
importante devido a alta toxicidade de alguns deles quando em doses elevadas. A
Artemia Salina é de facil manutencdo em condicfes de laboratério (Pimentel et al.,
2011) e foi utilizada com o objetivo de calcular a CLsp (dose letal do extrato para
50% da populacéo).

Na tabela 1 temos a mortalidade das larvas para cada grupo de acordo com a dose
utilizada. Verificou-se que o grupo com maior percentual de mortalidade foi de 1000

mg/mL (53,3%) seguido ao de 500 mg/mL (20,0%) e 100 mg/mL (6,6%). No grupo
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controle e o de 50 mg/mL ndo houve mortalidade. A letalidade dos microcrustaceos
aumentou com a concentracdo do extrato.

Foram encontradas as probabilidades de mortalidade através do modelo probit e
apos este ajuste realizou-se a andlise de regresséao linear entre o nivel da dose e a
probabilidade de mortalidade. Foi encontrado que a CLso € a dose de 0,9788 pug/mL.
A atividade citotoxica é considerada elevada devido a CLspesta entre 0 e 100 pg/mL.

TABELA 1. Numero de larvas vivas e mortas segundo a dose da CLsp ap6s 24 horas.

L Dose
Reéplica Controle 1000mg/mL 500mg/mL 100mg/mL 50mg/mL
1 10 vivas 5 vivas 9 vivas 10 vivas 10 vivas
0 mortas 5 mortas 1 mortas 0 mortas 0 mortas
> 10 vivas 4 vivas 7 vivas 9 vivas 10 vivas
0 mortas 6 mortas 3 mortas 1 mortas 0 mortas
3 10 vivas 5 vivas 8 vivas 9 vivas 10 vivas
0 mortas 5 mortas 2 mortas 1 mortas 0 mortas
Total 30 vivas 14 vivas 24 vivas 28 vivas 10 vivas
0 mortas 16 mortas 6 mortas 2 mortas 0 mortas
% de mortas 0,0% 53,3% 20,0% 6,6% 0,0%

Nossos resultados vao de encontro com os obtidos por Sanchez et al. (2016), que
ao avaliarem a toxicidade do extrato de Opuntia ficus indica, também pertencente a
familia das Cactaceas, conhecida popularmente como “palma forrageira”, frente as
larvas de A. salina, verificaram baixa toxicidade com CLso de 939.2 pg/mL. A baixa
toxicidade pode ser explicada com o uso comum desta planta em medicina
tradicional. Além disso, experiéncias in vitro e in vitro de cladoides e frutas mostram
um efeito benéfico na salude devido a presenca de flavonoides, que possuem
propriedades relacionadas a salde, que se baseiam na sua atividade antioxidante
(GINESTRA et al., 2009).

Assim como Dias (2016) que avaliou a polpa de frutos de pitaia branca (Hylocereus

undatus) e pitaia vermelha (Hylocereus polyrhizus), ambas Cactaceas, encontrando
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ClLso de 1.515,98 pg/mL para a pitaia vermelha e 1.148,14 pg/mL para a pitaia
branca, ndo apresentando toxicidade.

Ao contrario dos estudos anteriores, o de Trennepohl (2016) realizado com outra
espécie da familia Cactaceae, Pereskia aculeata Mill., suas fracdes do extrato bruto
cetdnico e do extrato bruto alcodlico foram consideradas moderadamente toxicas no

periodo avaliado.

Toxicidade aguda

A administracdo do extrato bruto etandlico de Rhipsalis baccifera foi por via oral com
dose equivalente a 2000 mg/kg, que produziu sinais clinicos de intoxicagdo nos
primeiros 60 minutos de observacdo, como demonstrado na tabela 2. Foi utilizado
um grupo controle que recebeu apenas soro fisiolégico 0,9%. De acordo com 0s
dados desta tabela observou-se que os efeitos agudos mais pronunciados foram no
sistema nervoso central (SNC), principalmente estimulante, tais como postura em
garra, reacao de fuga e frémitos vocais; depressores, como prostracao; e outros
comportamentos foram verificados como refluxo. Reduzidos ou eliminados apds o
periodo inicial de observacéao.

No ensaio realizado, apenas um animal apresentou convulsao e foi a 6bito apés 12
min da administracdo do extrato bruto etandlico. Os outros animais foram

acompanhados até o 14° dia de experimento com monitoragdes diarias.

TABELA 2: Sinais clinicos observados em camundongos apos administracdo do

EERB por via oral para avaliagcdo da toxicidade aguda.

Sinais Clinicos - Avaliagdo V.0 (mg/Kg)

1. Sistema nervoso central 2000 mg/kg (grupo
tratado)
1.1 Sinais estimulantes

Agressividade -
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Tremores finos/grosseiros +
Convulsdes +
Piloerecao +
Movimento de vibrissas =
Postura em garra +++
Salto +
Frémitos vocais ++
Taquicardia =
Agitacao +
Erecdo de cauda -
Reacéo de fuga +++
1.2 Depressores
Mov. Pavilh&o auricular +
Prostracéo ++
1.3 Outros comportamentos
Estereotipia +
Refluxo +++
Edema de focinho +
2. Sistema N. Autdnomo
Aumento da frequéncia respiratoria +
Diurese +
Fotofobia =
3. Mortalidade 33,3%

- = sem efeito; + = efeito leve; ++ = efeito moderado; +++ = efeito acentuado.
Fonte: MALONE; ROBICHAUD (1983).

De acordo com os resultados obtidos e analise da toxicidade por via oral, o extrato
etandlico de Rhipsalis baccifera foi classificado seguindo os critérios do Sistema de
Classificacdo Harmonizado (GHS), pertencente a categoria 5 (>2000 — 5000), onde
a DLso ficou estabelecida em 2500 mg/kg, de acordo com o protocolo seguido
(OECD, 2011).

Na tabela 3 foi observada média e desvio padrdo do ganho de peso dos animais,
peso dos 6rgaos e consumo alimentar do grupo controle e tratado. Observa-se que a
maior média do consumo de agua e racdo foi no grupo controle, sendo
estatiscamente significante (p-valor = 0,046 para ambos), indicando que o grupo
controle h& maior nivel de consumo de &gua e ragdo durante o tempo do
experimento, mas ndo ha diferenca estatistica do ganho de peso dos animais e do

peso dos Orgaos.
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TABELA 3. Média e desvio padrdo do peso dos animais, orgdos avaliados e
consumo alimentar segundo o grupo de estudo em camundongos apés avaliacdo da

toxicidade aguda para o EERB.

Dose

Fator avaliado 2000 ma/kg Soro I;i,sgi;olégico p-valor?
Ganho de peso médio 1,89+0,65¢g 0,38+1,39g 0,248
Figado 1,860,179 1,99+0,12g 0,248
Baco 0,13+0,00g 0,23+0,669 0,083
Rins 0,38+0,01g 0,37+0,03g 1,000
Pulmao 0,19+0,069 0,23+0,029g 0,564
Agua (mL) 9,57+0,00g 14,28+0,00g 0,046
Racao(g) 6,17+0,00g 11,78+0,00g 0,046

1p-valor do teste de Mann-Whitney (se p-valor < 0,05 a distribuicdo do fator avaliado difere
entre 0s grupos avaliados).

A investigacdo da toxicidade aguda constitui o primeiro passo para analise
toxicoldgica de farmacos a base de plantas (Déciga-Campos, 2007). Em geral, os
modelos animais tém uma boa previsibilidade para toxicidades humanas de cerca de
70-80% (Kola et al., 2004).

Os estudos de toxicidade aguda visam a caracterizacdo da relacdo dose/resposta e
calculo da DLsy (dose letal média), que € Uutil a identificacdo da toxicidade da
substancia. A resposta téxica apresentada por uma substancia esta relacionada a
dose administrada ou absorvida pelo individuo, o tempo e frequéncia de exposigéo,
além da via de administracdo utilizada (Barros; Davino, 2008). A DLsy é a “dose
Unica de uma substancia capaz de causar 50% de mortalidade dos animais tratados”

(Sa; Almeida, 2006).
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Toxicidade aguda por via oral foi realizada no estudo de Sim et al. (2010) para
determinar os parametros de seguranca dos extratos bruto metandlico das folhas de
Pereskia bleo e Pereskia grandifolia (Cactaceas) utilizando procedimento descrito
pela OECD (2011). Nao houve alteracBes significativas no comportamento em
nenhum dos camundongos, pois ndo produziram quaisquer reacdes e ganharam
peso sem sinais clinicos adversos de toxicidade a qualquer dose.

Abdul-Wahab et al. (2012) também avaliou a possibilidade de os extratos de
Pereskia bleo Kunth (Cactaceae) desenvolverem efeito toxico apds administracédo
oral, os ratos receberam dose Unica de 500 mg/kg. Nado apresentaram alteracdes
comportamentais e nenhuma lesdo ou hemorragia. Isto confirma que o extrato tem
baixo perfii de toxicidade, o qual indica seguranca para as doses
farmacologicamente ativas.

Segundo Hor et al. (2012) o extrato de Hylocereus polyrhizus (Cactaceae),
conhecido popularmente como pitaya, ndo foi téxico na toxicidade aguda, uma vez
que a dose Unica de 1250, 2500 ou 5000 mg/kg ndo causou qualquer mortalidade,
sinais ou sintomas téxicos.

De acordo com Messias (2010), o extrato metanodlico de Cereus jamacaru DC.
(Cactaceae) ndo apresentou toxicidade para as ratas gestantes na gestacao, nao
havendo alteracdo no ganho de peso dessas fémeas. A maioria dos 6rgdos com
excecdo do baco, ndo apresentou variacdo significativa, em relacdo ao peso,
quando comparada ao grupo controle, e 0 exame macroscopico também nao
evidenciou alteracdes dos 0rgaos analisados.

A avaliacdo da toxicidade aguda oral do extrato metandlico de Opuntia joconostle
(Cactaceae) foi realizada seguindo o método prescrito pela OECD por Osorio-

Esquivel (2012). Nao foi mostrado sintomas toxicolégicos, todos os animais
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sobreviveram e o ganho de peso nos grupos tratado foi semelhante ao valor do
grupo controle. A DLso oral determinada foi > 5000 mg/kg de peso corporal,
mostrando sua baixa toxicidade.

Na nossa andlise histopatologica para a toxicidade aguda revelou que o figado, rins,
pulméo e baco do grupo controle apresentaram respectivamente, veia centro lobular
preservada, hepatdcitos preservados e organizados radialmente em fileiras com
preservacao dos sinusoides hepaticos; glomérulos e tubulos renais conservados, e
espaco peri-glomerular conservado; alvéolos preservados, bronquios e bronquiolos
terminais com tecido epitelial de revestimento preservados; preservacdo da
caspsula/trabécula e linfonodos com sinusoides esplénicos preservados (figura 1).
Observou-se no grupo tratado com EERB 2000 mg/kg apresentaram veia centro
lobular preservada, desorganizacdo de fileiras dos hepatdcitos com consequente
desorganizacdo dos sinusdides, aumento do volume de hepatécitos e presenca de
vacuolizacbes citoplasmaticas sugerindo esteatose hepatica, no figado; discreta
diminuicdo do espaco peri-glomerular, glomérulo e tibulos renais preservados, nos
rins; discreto aumento das paredes dos alvéolos e diminuicdo do limen, no pulmao;
preservacdo da caspsula/trabécula e linfonodos com sinusoides esplénicos em
desorganizacao devido a provavel congestao sanguinea, no baco (figura 2).

A presenca de vacuolizacbes citoplasmaticas, que aumentam o volume dos
hepatocitos, indica a existéncia de regides com provavel concentracdo de lipideos e
glicogénio, ou a combinacdo de agentes toxicos com lipideos intracitoplasmaticos
(Santos et al., 2004). O acumulo de lipideos e a diminuicdo de glicogénio no
citoplasma dos hepatocitos prejudicam as atividades metabdlicas (Gayao et al.,

2013).
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FIGURA 1: Analise histopatoldgica do grupo controle em camundongos apés

avaliacdo da toxicidade aguda: A- figado; B- rim; C- pulmao; D- baco.

NGO R S
(L O
gl o

Aumento de 10x e coloracdo com Hematoxilina-eosina (He). Fig. 1A- Veia centro lobular,
hepatécitos e sinuséides hepéaticos preservados; 1B- Glomérulos, tibulos renais e espaco
peri-glomerular conservado; 1C- Alvéolos preservados, brénquios e bronquiolos terminais
com tecido epitelial de revestimento preservados; 1D- Caspsula/trabécula e linfonodos com

sinusoides esplénicos preservados.

FIGURA 2: Analise histopatol6gica do grupo tratado com EERB 2000 mg/kg em
camundongos apoés avaliacdo da toxicidade aguda: A- figado; B- rim; C- pulméo; D —

baco.
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Aumento de 10x e coloracdo com Hematoxilina-eosina (He). Fig. 2A- Veia centro lobular
preservada, desorganizacdo de fileiras dos hepatdcitos, desorganizagdo dos sinusoides,
aumento do volume de hepatécitos; 2B- Discreta diminuicdo do espago peri-glomerular,
glomérulo e tubulos renais preservados; 2C- Discreto aumento das paredes dos alvéolos e
diminuicdo do limen; 2D- Preservagdo da caspsula/trabécula e linfonodos com sinusoides

esplénicos em desorganizagao.

Conclusao

A partir da andlise fitoquimica do EERB, foi possivel definir a presenga de alcaloides,
flavonoides, terpenos, triterpenos e fenilpropandides em Rhipsalis baccifera. Assim
recomenda-se novas pesquisas para avaliar diferentes componentes e influéncias
ambientais.

A CLsp do EERB revelou alta citotoxicidade, no entanto resultados com outras
espécies da mesma familia séo divergentes, onde se faz necessario outros estudos

para melhor avaliacdo por baixa sensibilidade do teste.
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A DLsp apresentou baixa toxicidade aguda e alta potencial para uso seguindo os
critérios do Sistema de Classificacdo Harmonizada, pertencente a categoria 5
(>2000 — 5000). E suas alteracdes histopatologicas foram condizentes com sua

baixa toxicidade.
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4.2. MACROSCORPIC, HISTOLOGICAL, BIOCHEMICAL AND
HEMATOLOGICAL INVESTIGATION OF EHRLICH'S CARCINOMA
AFTER TREATMENT WITH RHIPSALIS BACCIFERA (CACTACEAE) IN

MICE
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MACROSCOPIC, HISTOLOGICAL, BIOCHEMICAL AND HEMATOLOGICAL
INVESTIGATION OF EHRLICH’S CARCINOMA AFTER TREATMENT WITH
RHIPSALIS BACCIFERA (CACTACEAE) IN MICE

Introduction

The Ehrlich tumor is a spontaneous adenocarcinoma derived from the mammary gland of female mice,
developed by Paul Ehrlich in 1896. The solid-form development occurs when inoculated
subcutaneously or intramuscularly in mice and the ascitic form when inoculated intraperitoneally [1-
4]. The advantages of transplantable neoplasms, compared to others, lie in the prior knowledge of the
amount and initial characteristics of the tumor cells to be inoculated and the fast development which
limits the study time [5,6].

Advances in cancer studies and the understanding of several mechanisms related to its etiology,
progression, diagnosis and treatment are mainly due to experimental oncology. This branch of
oncology arose with the introduction of so-called transplantable or transmissible tumors. These are
kept in the laboratory by serial inoculation in susceptible animals or in cell culture [7].

According to the location, extent and type of cancer, one or a combination of treatments may be
chosen, among which surgery, radiotherapy and chemotherapy [8-10] stand out. The demand for
alternative methods for the treatment of cancer remains very high and studies in different cell lines in
animal and human epidemiological studies suggest a protective role of a large number of plant
molecules against different types of cancers [11-14]. Therefore, scientific research in clinical and/or
experimental oncology assumes an increasingly relevant role.

Thus, the selection of plant species for research and development based on the allegation of a given
therapeutic effect may to improve for the discovery of new drugs that are more effective, less toxic
and/or have new action mechanisms [15].

The substances obtained from Brazilian native plants have contributed favorably to the process of
antineoplastic action that can be used as biomaterials of efficient pharmacological action [16].

The Cactaceae family are from arid and semi-arid areas, which, due to severe environmental
conditions (water scarcity, strong radiation, temperature differences and poor soils) are designed to
develop highly effective protection systems against the environment [17]. In these protection systems
we highlight the phytochemicals, such as alkaloids, flavonoids, terpenes and tannins, already proved to
exhibit remarkable bioactivities against human diseases, such as cancer [18,19] and diabetes [20].
Rhipsalis baccifera (Sol.) Stearn is the only species to extrapolate from the American distribution of
the Cactaceae family, by also occurring widely in humid tropical areas of the African continent and
part of the Asian continent [21]. In view of the widespread occurrence of cancer in the world and the
lack of alternatives for treatment, it was to evaluate the antitumor properties of Rhipsalis baccifera.

Materials and methods

Botanical material and raw material extraction

Samples of Rhipsalis baccifera were collected from the Federal University of Pernambuco’s (UFPE),
Recife / PE, Brazil, campus and later identified by the botanist Dr. Marlene Barbosa. An exsicta was
deposited in UFPE’s, UFP - Geraldo Mariz herbarium, under the record 81.116.
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Preparation and concentration of the raw ethanolic extract of Rhipsalis baccifera (EERB)

The drying process of the plant occurred at room temperature (with a mean of 28 ° C) of the whole
plant during 30 days and later it was ground to powder in a knife mill. From this material, 257 g was
used for the extraction with 2000 mL of absolute ethyl alcohol. Subsequently the crude extract
obtained by filtration was concentrated in a rotary evaporator under a constant temperature of 40 ° C
to eliminate the organic solvent and obtain the crude extract.

Animals

Twenty-four Swiss albino female mice (Mus musculus) were used, with approximately 60 days of age
and weights between 25 and 40g, from the Biotherm of the Department of Antibiotics of the Federal
University of Pernambuco. The animals were kept under controlled lighting conditions (light / dark
cycle of 12h each) and temperature of +25 = 3°C, in polypropylene cages with dimensions of
20x30x12cm, lined with wood, received ration of presence® and water brand ad libitum. The
experimental protocol was approved by the Animal Ethics Committee (CEUA) of the Biosciences
Center of UFPE, under registration 23076.041254 / 2016-75.

Antitumor activity

Implantation of tumor mass

The implantation of Ehrlich's Carcinoma was performed according to the methodology of STOCK et
al., [22] and KOMIYAMA [23]. This tumor is maintained through serial inoculation in animals from
the vivarium of the Department of Antibiotics of UFPE. For tumor transplantation, cells were
withdrawn from the donor animal eight days after implantation by ascitic aspiration and were
introduced into the recipient animals subcutaneously in the subaxillary region at a concentration of 25

x 106 cells / ml of liquid ascitic.

Treatment

The treatment began 48 hours after the implantation and divided in groups with 6 animals each and
treated for 7 days with: Group 1 (G1): Control (saline solution 0.9%); Group 2 (G2): Standard
(Cisplatin 5mg/kg); Group 3 (G3): Treated with EERB 250 mg/kg and Group 4 (G4): Treated with
EERB 125 mg/kg which received respectively 10% and 5% of the median lethal dose (LD50) found in
the oral (v.0) acute toxicity test.

On the eighth day the animals were weighed and sacrificed by cervical dislocation. Blood samples
were collected by cardiac puncture and placed in two tubes, one with EDTA for hematological
analysis (erythrocyte, leukocytes and hemoglobin counts), and hematimetric indices like the mean
corpuscular volume (MCV), mean corpuscular hemoglobin (MCH), and mean corpuscular hemoglobin
concentration (MCHC) and another with separator gel, which was centrifuged for 10 minutes at 3500

rpm, to obtain serum for biochemical analyzes such as: urea, creatinine, transaminases, alkaline
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phosphatase; subsequently, the tumors were excised, dissected, weighed and calculated for the
difference between the treated and control groups to obtain the tumor inhibition index.

Microscopic analyzes were performed using binocular microscope model Kinon® L1000b-AC, and
photographs of histological sections made with a digital camera in the model Samsung® PL 120
14.2MP mark with 10x optical zoom and Motic Images Plus 2.0 software for capture.

Tumor inhibition was calculated in comparison to the control group after tumor weighing, according
to the NACHON et al [24] formula.

TWI (%) = (C-T) x 100
C
Onde: TWI = Tumor inhibition percentage.
C = Control group’s tumor weights mean.

T = Treated group’s tumor weights mean.

Statistical analysis

For the data analysis, a database was built in a Microsoft Excel spreadsheet, which was exported to the
SPSS software where the analysis was performed. Normality was assessed by the Shapiro-Wilk test. In
cases where normality was not indicated, the Kruskall-Wallis test was used to compare the distribution
of the parameter of interest between the treatment groups. All conclusions were got considering the

significance level of 5%.

Results and discussion

Antitumor activity

It was observed that EERB presented inhibitory effects on tumor growth. The percentage of tumor
inhibition was calculated by the mean of the tumor weights after 24 hours of the last dose of treatment.
Table 1 shows the percentages of tumor inhibition (TW%) with the respective tumors in the treated
and control groups. The highest percentage of tumor inhibition for Ehrlich's Carcinoma was 84.1%
with the dose of 250 mg/kg, when compared to the control group (0.9% saline), and the dose of 125
mg/kg showed TW% of 75.8%, compared to the control group. All the animals treated survived until

the end of treatment.
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Table 1. TWI values for the control and treated groups after antitumor evaluation in the EERB in mice
bearing Ehrlich's Carcinoma.

Treated group Control group (0.9%o saline)
EERB 250 mg/kg 84.1%
EERB 125 mg/kg 75.8 %

As observed in Table 1, the most significant inhibition (84.1%) of Ehrlich's Carcinoma was observed
with the 250 mg/kg dose of the EERB, compared to the control group. The standard drug (cisplatin)
was able to inhibit 74.7% of tumor growth with the respective dose. Each tumor on the petri dish

represents an animal of its respective group.

Fig. 1 Macroscopic analysis of Ehlich Carcinoma in mice after antitumor evaluation of EERB. a)

Control group, b) Standard group, ¢) EERB treated group 250 mg / kg, d) EERB treated group 125 mg
!/ kg.
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The histopathological analysis for the antitumor activity presented in the control group, tumor with
necrotic center, cells with pleomorphism and infiltration of adjacent muscle and adipose tissue (figure
2); liver with lobular center vein and sinusoidal capillaries of normal aspect, hepatocytes with normal
morphology and regular nuclei; lungs with alveoli, bronchi and terminal bronchioles with preserved
epithelial lining; kidneys with glomeruli as well as the renal tubules in normal preservation, and
preserved peri-glomerular space; spleen with preserved capsule, trabecula, lymph nodes and preserved
spleen sinusoids.

The standard group presented, tumor with smaller area of necrosis, slower growth and less infiltration
of adjacent muscle and adipose tissue (figure 3); liver with preserved lobular center vein, smaller
caliber sinusoids, increased hepatocyte nuclei and condensed chromatin; Lungs with alveoli, bronchi
and terminal bronchioles with preserved epithelial lining; Kidneys with preserved glomeruli and renal
tubules and increased peri-glomerular space; Spleen with preserved capsule, trabeculae, lymph nodes
and increased spleen sinusoids.

The treated group receiving EERB 250 mg/kg presented a tumor with an extensive area of necrosis
(figure 4), which indicates high toxicity to Ehrlich’s carcinoma, corroborating with the high
percentage of tumor inhibition; liver with preserved lobular center vein, smaller caliber sinusoids,
increased hepatocyte nuclei with disarray and condensed chromatin; lungs with enlarged alveolar wall,
bronchi and terminal bronchioles with greater caliber; kidneys with preserved glomeruli and increased
peri-glomerular space and preserved renal tubules; spleen with preserved capsule, trabecula, lymph
nodes and intact splenic sinusoids. The treated group receiving EERB 125 mg/kg presented a tumor
with extensive area of necrosis, accentuated pleomorphism, presence of mitosis figures, absence of
hemorrhage or calcification and less infiltration of adjacent adipose tissue (figure 5); liver with lobular
center vein with larger caliber, increased and disorganized hepatocytes with the presence of vesicles in
its interior and condensed chromatin; lungs with alveoli, bronchi and terminal bronchioles with
preserved epithelial lining; kidneys with unharmed glomeruli, smaller caliber renal tubules with cell
nuclei of the epithelial lining tissue increased; spleen with preserved capsule, trabecula, lymph nodes

and spleen sinusoids maintained.
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Fig. 2 Histopathological evaluation of the mouse tumor of the control group after an antitumor

evaluation of the EERB in Ehrlich’s Carcinoma.

10x magnification and staining with Hematoxylin-eosin (He).

Fig. 3 Histopathological evaluation of the mouse tumor of the standard group after an antitumor

evaluation of EERB in Ehrlich’s Carcinoma.
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10x magnification and staining with Hematoxylin-eosin (He).
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Fig. 4 Histopathological evaluation of the mouse tumor of the EERB 250 mg/kg group after an
antitumor evaluation of EERB in Ehrlich’s Carcinoma.

10x magnification and staining with Hematoxylin-eosin (He).

Fig. 5 Histopathological evaluation of the mouse tumor of the EERB 125 mg/kg group after an

antitumor evaluation of EERB in Ehrlich’s Carcinoma.
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10x magnification and staining with Hematoxylin-eosin (He).
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Table 2 shows the mean and standard deviation of weight of animals, organs and tumor evaluated in
the study according to the experimental groups: control (0.9% saline), standard (cisplatin), EERB 250
mg / kg treated and EERB treated 125 Mg / kg. It was found to be higher in the standard group (mean
= -2.714) and control group (mean = -0.048). It was also observed that the comparison test was
significant (p-value = 0.047), which indicated a significant difference in weight loss between the
experimental groups.

In relation to the kidneys, the highest average weight was in the group that received EERB 250 mg/kg
(mean = 0.622) and the lowest average weight was in the standard group (mean = 0.434), the
comparison test was significant for this evaluated organ (p-value = 0.006), showing that there was
greater relevance among the evaluated groups.

For the tumor, the highest average weight was observed in the control group (mean = 0.947) and the
lowest weight in the group treated with EERB 250 mg/kg (mean = 0.151). Furthermore, it was verified
that the mean comparison test was significant (p-value = 0.004), which confirmed the existence of an

experiment with a significant difference in tumor weight.

Regarding another organs, may to affirmed that the weight variations of liver, spleen and lung were

not statistically significant.

Table 2. Mean and standard deviation of the weight of the animals, evaluated organs and weight of the
tumors of the mice after antitumor assessment with EERB in Ehlich's Carcinoma.
Evaluated group

Evaluated p-
EERB 250 EERB 125 value!
mg/kg mg/kg

factor 0.9% saline Cisplatin

Weight -0.04+1.59¢ -2.71+1.48¢ -1.04+0.749 -1.71+£1.929 0.047

2.33+0.42¢9 2.03+0.33¢9 2.73+1.279 1.75+0.97g 0.376

Liver
spleen 0.38+0.12g 0.28+0.06g 0.38+0.28¢g 0.34+0.02g 0.196
Kidneys 0.44+0.05g 0.43+0.09g 0.62g+0.10g 0.549+0.07g 0.006
Lung 0.26+0.04g 0.27+0.05g 0.36+0.10g 0.28+0.03g 0.162

Tumor 0.94+0.549 0.59+0.59¢9 0.15+0.04g 0.22+0.10g 0.004

Ip-value of the Kruskall-Wallis test (if p-value <0.05 the distribution of the evaluated factor differs
between the evaluated groups).

Table 3 shows the mean and standard deviation of the biochemical parameters, with urea, creatinine,

aspartate  transaminase (AST/SGOT), alanine  transaminase (ALT/SGPT) and  alkaline

phosphatase (ALP) levels. Even though differences in the means of the measurements between the

evaluated groups were found, the comparison test was not significant in any of the measurements (p-



72

value was greater than 0.05 in all parameters), indicating that there is no relevant difference in urea,

creatinine, AST, ALT and ALP among the study groups.

Table 3. Mean and standard deviation of levels of urea, creatinine, AST, ALT and ALP after antitumor

evaluation in mice with Ehlich's Carcinoma.

Evaluated group

Evaluated p-
parameter 0.9% saline Cisplatin EERB 250 EERB 125 valuet
mg/kg mg/kg
Urea 22.00+3.16 20.33+£2.25 19.67+1.21 21.67+£3.50 0.484
Creatinine 0.55+0.14 0.50+0.09 0.43+0.05 0.48+0.10 0.291
AST 11.07+6.36 15.53+13.44 8.73+4.26 11.57+6.61 0.819
ALT 12.95+6.91 17.87+14.85 10.40+5.07 13.45+7.23 0.751
ALP 21.83+4.49 26.73+6.90 22.33+4.13 23.42+4.27 0.530

Ip-value of the Kruskall-Wallis test (if p-value <0.05 the distribution of the evaluated factor differs between
the evaluated groups). AST= aspartate transaminase, ALT= alanine transaminase and ALP= alkaline
phosphatase.

The biochemical examination has the purpose of evaluating the metabolic functions performed by the
organs and tissues, as well as evidencing occult pathologies [25]. Renal assessment is determined by
measuring urea and creatinine. Urea is a product of the catabolism of amino acids and proteins.
Produced in the liver, it is the main source of nitrogen excretion of the organism, mainly by the urine,
being, therefore, also used to evaluate renal functions [26]. In mice at seven weeks of age, the mean of
this metabolite found in serum is 20.7 mg/dL [27]. Creatinine is derived from the catabolism of
creatine, which exists in large quantities in the skeletal and cardiac muscles, liver and kidneys,
resulting in the production of inorganic phosphate and creatinine, which is normally excreted by the
kidneys, mainly by glomerular filtration [28]. Its dosage in eight weeks old mice’s plasma has a mean
of 0.28 mg / [29].

Hepatic assessment measures alanine transaminase (ALT/SGPT), aspartate transaminase (AST/SGOT)
and alkaline phosphatase (ALP) dosages. ALT/SGPT is found abundantly in the liver, in moderate
amounts in the kidney and in small amounts in the heart and skeletal muscles. Its origin is
predominantly plasma, causing it to rise rapidly after hepatic injury [30]. AST/SGOT is found in
various organs and tissues, including heart, liver, skeletal muscle and erythrocytes. It is present in the
cytoplasm and mitochondria, so its elevation indicates a deeper cellular involvement [30]. According
to Rusyn & Threadgill, The Jacksons Laboratory [27], the average dosage of the parameters
mentioned above in seven-week-old mice serum is 41U/L and 152 U/L, respectively. Alkaline

phosphatase is composed of a group of membrane-associated isoenzymes, located in several tissues,
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but only two are important for diagnosis, bone and hepatobiliary tissue. It is present in the liver

(epithelial cells of the bile duct), bones (osteoblasts), intestines, kidneys and placenta. With the

exception of growing animals or patients with bone disease, the elevated alkaline phosphatase serum

activity is hepatobiliary, mainly due to cholestasis and necrosis due to intrahepatic biliary obstruction
[25]. In six-month-old mice, the average ALP found in the serum is 86 U/L [31].

Table 4 shows the mean and standard deviation of the hematological markers according to the

evaluated group. The comparison test of the means of the parameters between the evaluated groups

was significant only in factor hematocrit (p-value = 0,040). In other parameters, the test was close to

significance. The elevated hematocrit value in the group receiving EERB 125 mg / kg may be related

to the lowest statistically significant water consumption and consequent dehydration in the acute

toxicity evaluation performed in a previous analysis for the LD50.

Table 4. Antitumor evaluation of EERB through hematological markers in Ehrlich Carcinoma mice.

Evaluated

Evaluated group

p-valuet
parameter 0.9% saline Cisplatin EERB 250 EERB 125
' mg/kg mg/kg
4475000.00+ 5170000.00+ 5111666.67+ 4651666.67+
Red blood 0.151
cells 647047.14 235457.00 336239.00 1047462.01
Hemoglobin 14.47+0.80 15.52+0.80 15.40+0.93 16.03+1.46 0.070
Usrrsiiaal: 42.67+1.75 46.67+2.42 46.00+2.83 48.17+4.45 0.040
MCV 90.68+1.30 91.62+1.49 90.97+0.79 91.85+2.16 0.677
MCH 29.87+0.43 30.08+0.12 30.02+0.04 29.95+0.47 0.360
MCHC 33.03+0.82 33.10+0.11 33.07+0.10 33.12+0.16 0.394
6666.67 6833.33+ 6416.67+ 6833.33+
0.965
Leukocytes +1505.54 1471.96 917.42 1602.08
Typical 51.50%=+3.02 52.33%+4.50 52.50%=+2.17 52.33%=1.86 0.956
lymphocytes
0 [0) 0, 0,
Neutrophils 41.17%+2.48 40.50%=5.65 41.83%+2.79 42.00%=+2.68 0.919
Monocytes 4.00%+1.41 2.83%=+1.33 3.50%=+2.07 3.33%+1.63 0.617
0, 0, 0, 0,
Eosinophils ~ 3-33%t151  4.33%:186 2.17%20.75 2.33%z+1.21 0.111
238500.00+ 177666.67 150833.33+ 226666.67+
Platelets 0.071
75434.08 17511.90+ 41920.96 62295.00




74

p-value of the Kruskall-Wallis test (if p-value <0.05 the distribution of the evaluated factor differs between
the evaluated groups). MCV= mean corpuscular volume, MCH= mean corpuscular hemoglobin and
MCHC= mean corpuscular hemoglobin concentration.

Hematology involves the analysis of the concentration, structure and functions of the elements that
make up the blood and its products. Among the three major components of the blood are red blood
cells (erythrocytes, red blood cells), white blood cells (leukocytes) and platelets (thrombocytes) [32].
The mass of red blood cells is measured by three parameters: red blood cells, hematocrit (Hct) and
hemoglobin (Hb). The main function of RBCs is to transport oxygen to tissues, and all accumulated
energy is directed to the maintenance of cell shape, membrane structure, and enzymatic functions,
among others [33]. The red cell count varies from 7 to 11 x 10%mm?® in mice [34]. The hematocrit is
measured by the relative percentage of red blood cells in the total amount of blood [35] and their
values in mice are generally between 40 and 50% [34]. Hemoglobin is the main component of red
blood cells and is responsible for transporting oxygen (02) from the lungs to tissues and returning
carbon dioxide (CO2) to the lungs. Its concentration in mice is between 10 and 17 g/dL [34].

The erythrocyte count indices will provide additional information about the RBCs and hemoglobin.
The mean corpuscular volume (MCV) evaluates the average size (volume) of RBCs [35]. The MCV of
mice is approximately 45 to 55 fm®. Mean corpuscular hemoglobin (MCH) corresponds to the average
hemoglobin amount in each erythrocyte and in mice ranges from 13 to 17 pg. Meanwhile, the mean
corpuscular hemoglobin concentration (MCHC) measures hemoglobin concentration in erythrocytes
and is generally around 30 and 38 g/dL in this same species [34].

Leukocytes participate in immune and inflammatory processes and their quantification in rodents
includes total and differential counts. Usually their count in rodents is between 2 and 10 x 10%/mm?®.
The main types of leukocytes evaluated during differential count are lymphocytes, neutrophils,
monocytes, eosinophils and basophils [34,36]. Lymphoid cells assist in the body's innate immune
response, but most of them are responsible for mediating the adaptive immunity [37]. Lymphocytes
comprise 70-80% of the differential leukocyte count in mice, and may have counts above 80% in
young animals [34,36]. Neutrophils present the first line of defense against invasion of
microorganisms, tissue trauma or some inflammatory signal such as circulating phagocytes and
modulators of the immune response. Its count in mice is between 20 and 30% of the total leukocyte
count [34,36]. Monocytes are the cells responsible for phagocytosis and destruction of bacteria [38]. In
this species they comprise from 0 to 2% of the total leukocyte count [34,36]. Eosinophils are
mediating cells of the pathogenesis of many inflammatory processes along with basophils, including
helminth infections and allergic diseases. Its percentage in mice represents from 0 to 7% of the total
leukocyte count [34,36].

Platelets, in addition to hemostatic function, also play an important role in the maintenance of
endothelium integrity, through the release of proangiogenic cytokines and growth factors [39]. Its
count is between 900 and 1600 x 10%/mm? [34].
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The discovery of new drugs that have an antineoplastic function, with insignificant side effects, is a
goal for all researchers. Natural products represent the most abundant and accessible source of
substances with unusual structure, often described so far [40].

Due to the large number of pharmacological applications of plant substances, recent studies have
investigated the antitumor activities of these natural products [41,42]. These factors, coupled with the
limited effect of synthetic drugs on chronic diseases, have stimulated the search for medicinal plants as
a therapeutic alternative, with very satisfactory results [43].

Laboratory animals represent a powerful experimental system for understanding the intricate
pathogenesis of cancer in humans. Most of the concepts of tumorigenesis currently accepted are
strongly influenced by models of cancer development in mice, since these organisms are accessible
models and have systems, organs and genes similar to ours [44].

As shown in the results, EERB 250 mg/kg showed activity when used in the treatment of Ehrlich's
Carcinoma in mice. This tumor is an experimental model of a fast-growing transplantable tumor of
epithelial origin that has a very aggressive behavior and has been widely cited in the literature for
investigation of the antitumor properties of new therapeutic agents [45-47]. We found that the higher
dose had greater inhibition, clearly showing that the effect of EERB is in this case dose-dependent.
Studies of plants of the same cactcaeae family demonstrate effective antitumor activity as assessed by
Orozco-Barocio [48], which evaluated the response of Lophocereus schottii to gastrocnemius muscle
solid-lymphoma in mice, measuring tumor volume. Slower tumor development was observed in the
animals treated with 100 mg/kg of the extract injected both intratumorally and intramuscularly in
comparison to the group receiving 50 mg/kg and to the control group. The references found indicated
that the whole plant and stem contain alkaloids [49,50] as well as triterpenes [51]. It is known that
alkaloids generally have anticancer effects and reduce the development of tumors [52-55]; Likewise, a
number of triterpenoids have been shown to be promising as antineoplastic agents and exhibit
antiproliferative activity when tested against various cancer cell lines. Reports have shown that
triperpenes directly inhibit tumor growth, cell cycle progression and induce apoptosis of tumor cells
under in vitro and in vivo conditions [56-60].

Abdul Malek et al [61] evaluated the activity of Pereskia bleo (Kunth) DC (Cactaceae) against the
normal MRC5 cell line, a human lung fibroblast cell line, where the extract evaluated was not as
effective as doxorubicin, which is used as standard. This result supports the claim that doxorubicin is a
potent cytostatic drug that is used for the treatment of cancerous diseases, but the routine use of this
drug can bring about a significant adverse effect [62]. Although the cytotoxicity of Pereskia bleo are
not as effective as doxorubicin, they do, have a lower toxicity against the normal MRC5 cell line
compared to doxorubicin. Thus, their use in combination with cytotoxic therapeutic drugs may reduce
the adverse effects of some of these drugs. Amir et al. [63], who reported that, in addition to

possessing potent anti-tumor properties as unique agents, the natural products also demonstrated
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potential synergy with cytotoxic therapeutic drugs established in preclinical studies, provide support
for this suggestion.

A review article by Harlev et al [17] on the preventive and curative properties of cancer in plants of
the Cactaceae family has revealed studies conducted using several cancer cell lines, providing
impressive evidence of anticancer activities. However, a limited number of studies have documented
similar results using in vivo tumor models. If it is accessible or not the replicate the concentrations
revealed in the in vitro activity in laboratory animal’s blood or serum. In fact, the same bioactive plant
or component has not been studied in both in vitro and in vivo systems.

No studies were found in the literature with evaluation of antitumor action, concerning the species
Rhipsalis bacciferam. The mechanism by which R. baccifera showed antitumor activity could not be
elucidated. Its inhibitory action may be related to the presence of flavonoids and triterpenes since they
may act at different stages of tumor development due to their action against oxidative DNA damage,
inactivation of carcinogenic agents, inhibiting the mutagenic expression of genes and enzymes
responsible for activation of procarcinogenic substances [64], since these classes of compounds have

already tested pronounced anticancer activity [65-67].

Conclusion
It can be concluded that EERB showed significant tumor inhibition in comparison to the control group

for Ehrlich's Carcinoma. With a percentage of tumor growth inhibition of 84.1% and 75.8% at doses
of 250 mg/kg and 125 mg/kg of weight, respectively, in Swiss albino mice (Mus musculus). However,
more detailed studies using other administration routes of the extract, as well as the use of other tumor

cell lines, are suggested.
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5. CONCLUSOES

A partir da analise fitoquimica do EERB, foi possivel definir a presenga de
alcaloides, flavonoides, terpenos, triterpenos e fenilpropandides em Rhipsalis
baccifera. Assim recomenda-se novas pesquisas para avaliar diferentes
componentes e influéncias ambientais.

A avaliagdo da toxicidade in vitro com A.salina na avaliagdo EERB foi simples
e eficiente revelando alta citotoxicidade. No entanto, resultados com outras espécies
da mesma familia sdo divergentes, necessitando de outros estudos para melhor
avaliacdo. O EERB apresentou baixa toxicidade aguda para os camundongos,
apresentando alto potencial para uso. Outras investigacdes envolvendo estudos pré-
clinicos e clinicos do extrato serdo necessarias para determinar a dose segura antes
que ela seja prescrita como uma droga, a fim de proteger a populacédo dos possiveis
efeitos toxicos.

Ao término do trabalho, concluimos que o EERB apresentou inibicao tumoral
significativa em relagdo ao grupo controle para o Carcinoma de Ehrlich. Com um
percentual de inibigdo do crescimento tumoral de 84,1% e 75,8% nas doses de 250
mg/kg e 125 mg/kg de peso em camundongos albinos Swiss (Mus musculus),
respectivamente. Sugere-se, no entanto, estudos mais detalhados utilizando outras
vias de administracdo do extrato, bem como a utilizagdo de outras linhagens

tumorais.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS
Diante do exposto, é absolutamente satisfeitos ao verificar que um extrato
possui propriedades antitumorais e ainda com a vantagem de possuir menos efeitos
colaterais com baixa toxicidade, além de ser eficaz em camundongos através do uso
oral, administrado somente uma vez ao dia. O extrato parece ser muito promissor no
tratamento do cancer e possivelmente com menos efeitos colaterais. Serao
necessarios mais estudos em torno do extrato de Rhipsalis baccifera, inclusive

visando reproduzir em ensaios clinicos.
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