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RESUMO

O cancer ¢ uma doenca multifatorial, constituindo sério problema de saude publica mundial.
Na busca por novos agentes anticancerigenos, os recursos naturais, especialmente de origem
vegetal, representam importante fonte, visto que diversos farmacos disponibilizados na
terapéutica atual foram obtidos a partir espécies vegetais; o que deve estimular as pesquisas,
exigindo esfor¢os e recursos no desenvolvimento dos estudos de validacdo, principalmente das
espécies de uso popular. Nesse sentido, a abordagem etnofarmacoldgica representa importante
ferramenta para selecdo de espécies vegetais para esses estudos. Desta forma, este trabalho
objetiva desenvolver estudo de validagao de espécies da flora local empregadas popularmente
no tratamento do cancer pela populagdo de Sdo Luis/Maranhdo; visando contribui¢do na P&D
de novas opgoes terapéuticas no tratamento do cancer. A pesquisa iniciou a partir de
levantamento bibliografico em bases de dados das provaveis espécies vegetais com potencial
anticancerigeno segundo estudos etnofarmacoldgicos publicados no periodo de 2001 a 2020.
Na sequéncia foi realizada pesquisa de campo, com abordagem etnofarmacologica, sendo
entrevistados 227 pacientes de estabelecimentos de saude especializados em tratamento de
cancer de Sao Luis, Maranhdo, de junho a dezembro de 2019. Fundamentado nos dados
etnofarmacolégicos foi selecionada uma espécie vegetal com potencial anticancerigeno referido
popularmente para a realizacdo de estudos quimicos e de citotoxicidade. No levantamento
bibliografico destacaram-se as espécies Zingiber officinale Roscoe (gengibre), Allium sativum
L. (alho), Allium cepa L. (cebola), Aloe vera (L) Burm. f. (babosa) e Annona muricata L.
(graviola); espécies essas com diversos estudos que comprovam atividade antitumoral, mas sem
garantia de seguranca pela escassez de dados clinicos (Capitulo 1). No estudo
etnofarmacologico conduzido, as cinco espécies mais citadas foram Annona muricata L.
(graviola), Kalanchoe daigremontiana (Raym.-Hamet & Perrier) A.Berger (aranto), Senna
alexandrina Mill. (sene), Morinda citrifolia L. (noni) e Dysphania ambrosioides L. Mosyakin
& Clemants (mastruz) (Capitulo 2). Os estudos quimicos ¢ de atividades antioxidante e
citotoxica foram realizados com extrato das folhas de Kalanchoe daigremontiana obtido por
maceracao com ultrassom (hidromodulo 1:6), com identificagdo quimica realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massa com ionizag¢ao por
"electrospray"; e a avaliagdo das atividades antioxidante e citotoxica feitas in vitro por,
respectivamente, fotocolorimetria e em linhagens celulares cancerosas humanas (HelLa) e
células nao tumorais de fibroblasto humano (GM 0492A). Os resultados mostraram a presenga
do acido galoilquinico e dois compostos derivados do kaempferol no extrato de aranto,
atividade antioxidante com CEso 6,71 pg/mL e atividade citotoxica com valores de Clso para
células tumorais de 21,95 pg/mL e para células normais de 93,25 ug/mL. (Capitulo 3). Esses
dados em conjunto incentivam a continuidade da validacdo da atividade antitumoral da espécie
por ensaios complementares in vitro e in vivo diante do potencial antineoplésico ora constatado
e refor¢gam o papel da etnofarmacologia como ferramenta, tanto na selecao de espécies vegetais
para Pesquisa e Desenvolvimento de novos bioprodutos, como na identificacdo de riscos e
perigos associados ao uso terapéutico popular de plantas sem eficacia e seguranca
comprovados, incentivando as a¢des de Farmacovigilancia em Fitoterapia.

Palavras-chave: abordagem etnofarmacolédgica, Kalanchoe daigremontiana (Raym.-Hamet &
Perrier) A.Berger, fitoterapicos, anticancerigeno.



ABSTRACT

Cancer is a multifactorial disease, constituting a serious global public health problem. In the
search for new anticancer agents, natural resources, especially of plant origin, represent an
important source, since several drugs made available in the current therapy were obtained from
plant species; this should stimulate research, requiring efforts and resources in the development
of wvalidation studies, especially of popularly used species. In this sense, the
ethnopharmacological approach represents an important tool for the selection of plant species
for these studies. Thus, this work aims to develop a validation study of local flora species
popularly used in cancer treatment by the population of Sdo Luis/Maranhao; contributing to the
D&R of new therapeutic options in cancer treatment. The research started from a bibliographic
survey in databases of probable plant species with anticancer potential according to
ethnopharmacological studies published from 2001 to 2020. Next, field research was
conducted, with an ethnopharmacological approach, and 227 patients from health facilities
specialized in cancer treatment in Sdo Luis, Maranhao, from June to December 2019 were
interviewed. Based on ethnopharmacological data, a plant species with anticancer potential is
popularly reported for chemical and cytotoxicity studies. In the bibliographic survey, the
species Zingiber officinale Roscoe (ginger), Allium sativum L. (garlic), Allium cepa L. (onion),
Aloe vera (L.) Burm. f. (aloe), and Annona muricata L. (soursop); these species have several
studies that prove antitumor activity, but without guarantee of safety due to the scarcity of
clinical data (Chapter 1). In the ethnopharmacological study conducted, the five most cited
species were Annona muricata L. (soursop), Kalanchoe daigremontiana (Raym.-Hamet &
Perrier) A.Berger (arantho), Senna alexandrina Mill. (senna), Morinda citrifolia L. (none) and
Dysphania ambrosioides L. Mosyakin & Clemants (epazote) (Chapter 2). Chemical studies and
antioxidant and cytotoxic activities were carried out with extract from Kalanchoe
daigremontiana leaves obtained by maceration with ultrasound (hydromodule 1:6), with
chemical identification performed by high-efficiency liquid chromatography coupled to mass
spectrometry with electrospray ionization; and the evaluation of antioxidant and cytotoxic
activities made in vitro by photocolorimetry and human cancer cell lines (HeLa) and non-tumor
human fibroblast cells (GM 0492A), respectively. The results showed the presence of
galloylquinic acid and two compounds derived from kaempferol in arantho extract, antioxidant
activity with CEso 6.71 pg/mL, and cytotoxic activity with ICso values for tumor cells of 21.95
pg/mL and for normal cells of 93.25 pg/mL. (Chapter 3). These data together encourage the
continuity of the validation of the antitumor activity of the species by complementary in vitro
and in vivo assays in view of the antineoplastic potential found here and reinforce the role of
ethnopharmacology as a tool, both in the selection of plant species for Research and
Development of new bioproducts, as well as in the identification of risks and dangers associated
with the popular therapeutic use of plants without efficacy and encouraging pharmacovigilance
actions in Phytotherapy.

Keywords: ethnopharmacological approach, Kalanchoe daigremontiana (Raym.-Hamet &
Perrier) A.Berger, herbal medicines, anti-cancer.
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1 INTRODUCAO

A utilizacao de plantas e suas preparagdes derivadas representa, ao longo da historia da
civilizagdo humana, um dos recursos mais empregados para a prevengdo e tratamento de
diversas patologias; com sua ascensdo na sociedade contemporanea pautada no fato de que a
grande maioria das pessoas, culturalmente, acredita que espécies vegetais e suas preparagoes
derivadas, por serem de origem natural, sdo seguras e livres de efeitos colaterais, além da
dificuldade na aquisi¢do de medicamentos sintéticos e de problemas associados ao seu uso
(OLIVEIRA et al., 2018; AMARAL et al., 2019a). Essa crenca favorece a disponibilizacao de
produtos ditos medicinais de origem vegetal, sem garantia de eficacia na recuperagdo e/ou
preservacdo da saude do usudrio, bem como facilita sua utilizagdo pela automedicagdo
(NICOLETTI et al., 2015; SIMOES et al., 2017).

Diante disso, torna-se necessario conscientizar a populacao sobre condutas essenciais
quanto a prescri¢ao e uso seguro, eficaz e qualificado de plantas e suas preparagdes, tais como:
identificacdo do material vegetal, cultivo, coleta, preparacdo, indicacdo terapéutica e
conservagao; visando correlacionar os saberes populares e cientificos, € minimizando os riscos
associados ao uso irracional como intoxicagdo, ineficacia no tratamento e interagdes
medicamentosas (BORGES; OLIVEIRA, 2015; CORREIA et al., 2019).

O caminho para exploragdo do potencial terapéutico das plantas e suas preparagdes ¢é
multidisciplinar, exigindo a interagdo dos estudos etnobotanicos, etnofarmacoldgicos,
quimicos, biologicos, tecnoldgicos, farmacoldgicos, toxicoldgicos entre  outros
(ALBUQUERQUE et al., 2014). Nesse contexto, a Etnofarmacologia ¢ a ciéncia que busca
avaliar e validar cientificamente o conhecimento popular acerca de preparagdes medicinais de
determinado grupo étnico ou social, relacionado a sistemas tradicionais de medicina
(ALBUQUERQUE et al., 2010).

Essas investigacdes sdo reconhecidamente etapas essenciais nos estudos de validacao,
mas merece destaque que a Etnofarmacologia além de demonstrar ser ferramenta representativa
na selecdo de espécies com potencial para a Pesquisa e Desenvolvimento (P&D) de recursos
terapéuticos, também contribui efetivamente para agoes de Farmacovigilancia, visto que, o uso
indiscriminado de espécies vegetais, potencialmente tdxicas ou passiveis de interacdes
medicamentosas, oferece riscos a saude da populacao (LEAL; TELLIS, 2015). A¢des essas,

que devem ser alicercada nas diretrizes da Politica Nacional de Plantas Medicinais e



Fitoterapicos (BRASIL, 2006a), do Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
(BRASIL, 2009) e da Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares no Sistema
Unico de Saude (SUS) (BRASIL, 2006b).

Desse modo, a utilizagdo da Fitoterapia, que vem representando uma abordagem
alternativa e/ou complementar no tratamento de diferentes patologias, principalmente nas de
alta prevaléncia, deve ser sempre alicercada em estudos de validacao (REIS et al., 2017).

Entre essas patologias, o cancer configura um agravo de satde publica mundial, sendo,
nas ultimas décadas, a segunda maior causa de mortes em todas as faixas etérias, e
desencadeando esfor¢cos em todos os campos da area da satde para seu enfrentamento (WILD
etal., 2020; WHO, 2022). A principal caracteristica dessa enfermidade ¢ a perda de controle da
proliferacao/diferenciag¢do celular e posterior invasdao dos 6rgdos e tecidos, fazendo com que
seu tratamento seja complexo e multidisciplinar (OLIVEIRA et al., 2019).

A necessidade de antitumorais mais eficientes e menos onerosos leva a busca constante
por novos compostos. Assim, nos ultimos anos tem crescido a pesquisa por produtos de origem
vegetal que contribuam com o desenvolvimento de terapias mais eficazes para tratamento das
neoplasias, quer sejam alternativas ou complementares (NEWMAN; CRAGG, 2020).

Na perspectiva real de contribuir com uso seguro e racional de plantas e suas
preparagdes, o Grupo de Plantas Naturais da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA),
desenvolve estudos de validagdo de espécies vegetais, aplicando abordagem etnobotanica e
etnofarmacoldgica como critério para sele¢ao de espécies vegetais para investigagao cientifica.
Além disso, o uso popular de plantas e suas preparacdes para fins terapéuticos, a exemplo dos
pacientes com neoplasias, pode estar associado a riscos e perigos, exigindo acgdes de
Farmacovigilancia no sentido de minimizar agravos a satde, constituindo outra linha de
pesquisa do Grupo. Linhas de pesquisas essas, que em conjunto, visam contribuir na oferta da
Fitoterapia com certificagdo de qualidade, alicer¢ada nas evidéncias.

Assim, esse trabalho visa realizar pesquisa etnofarmacologica para identificacdo de
espécies vegetais empregadas para fins medicinais, com énfase nas plantas empregadas em
neoplasias, investigando o potencial terapéutico e riscos associados a essa pratica popular, e,
ainda, selecionar espécie vegetal mais frequentemente referida de uso popular para ensaios de
toxicidade; visando contribuicao efetiva na educagao em saude com base em Fitoterapia e nas

acoes de Farmacovigilancia no Estado.



Os resultados sdo apresentados em 03 (trés) artigos intitulados: a) Capitulo 1: “Plant
species used in cancer treatment: a review of Ethnopharmacology as a selection tool”; b)
Capitulo 2: “Estudo etnofarmacologico de espécies vegetais como recurso terapéutico popular
no tratamento do cancer em S3o Luis, Maranhdo, Brasil”; ¢) Capitulo 3: “Caracterizagdo
quimica e avaliagdo do potencial citotoxico e antioxidante de Kalanchoe daigremontiana

(Raym.-Hamet & Perrier) A. Berger”.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Estudo de validacao de espécies vegetais: do saber popular ao bioproduto

Ao longo do tempo, as espécies vegetais tém sido utilizadas para o tratamento das mais
diversas doencas, sendo um dos recursos mais antigos empregados pelo homem; pratica, essa,
embasada no acimulo de conhecimentos sobre o efeito das plantas, por diversos grupos étnicos,
que sdo repassados oralmente através das geragodes e, representam valiosa importancia cultural
e exercem grande influéncia sobre o uso racional da biodiversidade de cada pais (OLIVEIRA
etal., 2018; AMARAL et al., 2019b).

Entretanto, o uso empirico nao ¢ suficiente para validar plantas e seus derivados como
medicamentos, ¢ essencial que seja enfatizada a necessidade de certificagdo cientifica da
segurancga e eficicia para uso terapéutico de espécies vegetais e seus derivados. Além da
utilizacao popular, destaca-se que a industria farmacéutica esta sempre com atencoes voltadas
as plantas medicinais, visto que sdo reconhecidamente fontes quase infinitas para
desenvolvimento de novas drogas (GHANTE; JAMKHANDE, 2019; NEWMAN; CRAGG,
2020).

Nesse sentido, tanto para utilizagao direta da planta com finalidade terapéutica, como
na produgdo de medicamentos fitoterapicos ou desenvolvimento de prototipos e derivados
semissintéticos, ¢ necessario que antes as espécies sejam submetidas a estudos de validagao,
que investigam cientificamente suas propriedades terapéuticas, buscando garantir a eficacia e
seguranca para o uso medicinal em seres vivos (SALES et al., 2015; SIMOES et al., 2017).

Assim, a espécie vegetal alvo de investigagdo, ¢ submetida a interacdo multi e
interdisciplinar de estudos etnodirigidos, agrondmicos, botanicos, quimicos, farmacologicos
(pré-clinicos e clinicos) e de tecnologia farmacéutica (produgao e controle de qualidade) (Figura

1) (SIMOES et al., 2017; AMARAL et al. 2021).

2.1.1 Contribuigoes da Etnofarmacologia

Nesse contexto, os estudos etnodirigidos, que contemplam as abordagens
etnofarmacoldgicas e etnobotanicas, sdo apontados na literatura como ferramenta cientifica
robusta e eficiente na identificacao e sele¢ao de plantas de interesse para estudos de validagao

(ALBUQUERQUE et al., 2014; SUNTAR, 2020).



A palavra etnofarmacologia foi mencionada pela primeira vez em 1967, durante um
evento intitulado “Ethnopharmacological search for new psychoactive drugs” e veio sendo
desenvolvida com o passar dos anos até ser definida em 1981 por Bruhn & Holmsted como
“exploragdo cientifica interdisciplinar de agentes biologicamente ativos, tradicionalmente

empregados ou observados pelo homem” (CEE, 2021).
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Figura 1. Etapas de estudos de validagao de espécies vegetais

Fonte: Amaral et al. (2021)

Pode-se dizer que o estudo etnofarmacologico baseia-se na combinagdo de informagdes
adquiridas junto a populagdo de comunidades locais e/ou tradicionais sobre os recursos naturais

utilizados para fins medicinais com estudos quimicos e farmacoldgicos. Possibilitando assim,



a elaboracdo de hipoteses quanto as atividades farmacologicas e as substincias ativas
responsaveis pelas acdes terapéuticas relatadas, seguida de testes rigorosos de seguranga e
eficacia, que levem em considera¢do toda a informagdo obtida a partir do conhecimento
tradicional, incluindo aspectos importantes como modo de preparo e posologia
(ELISABETSKY; SOUZA, 2010; ALBUQUERQUE et al., 2014; BRANDAO, 2017).

A Etnofarmacologia tem, antes de tudo, um carater multidisciplinar, portanto, s6 ¢é
construida a partir de uma interagdo entre profissionais de diversas areas, bem como da
execucao de etapas subsequentes que, juntas, permitem um estudo sélido e robusto A partir dela
sao desenvolvidos métodos padronizados para obter resultados reprodutiveis. Vairias
disciplinas, como botanica, farmacognosia, tecnologia farmacéutica, quimica de produtos
naturais, fisiologia vegetal, bioquimica, farmacologia, toxicologia, pesquisa clinica e
antropologia, contribuem para descoberta de novas drogas usando produtos naturais (SIMOES
etal., 2017).

Os alvos de estudo variam desde plantas inteiras ou partes especificas, preparacdes
derivadas (extratos, fracdes, O0leos essenciais, etc.) ou substancias isoladas. Essa variacao
acontece, pois, a atividade bioldgica esta relacionada diretamente aos constituintes quimicos
presentes nas espécies vegetais, entdo um determinado efeito farmacolégico pode ser causado
por apenas uma substancia ou por um conjunto de compostos que atuam de forma sinérgica
(SUNTAR, 2020).

Desse modo, a busca por novos recursos terapéuticos de origem vegetal, torna-se
complexa e além da coleta e analise de dados, um estudo etnofarmacologico completo deve
seguir determinadas etapas: identificacdo dos recursos naturais, sejam eles de origem vegetal,
animal ou mineral; pesquisa bibliografica em bancos de dados; andlise quimica preliminar para
detectar as classes de compostos presentes no recurso e/ou na preparacao utilizada pela
populagdo; estudo farmacoldgico preliminar em modelos experimentais; fracionamento
quimico; estudo farmacoldgico abrangente e toxicoldgicos das fragcdes de interesse e elucidagao
estrutural das substancias ativas isoladas ou obten¢ao de derivados (ELISABETSKY; SOUZA,
2010; BRANDAO, 2017; GODINHO, 2017).

2.1.2 Obtencgdo do material vegetal, identificacdo e processamento
Apos analise dos dados etnofarmacologicos e defini¢ao da espécie vegetal, antes de dar

continuidade as etapas do estudo de validagdo, ¢ necessario obter autorizagdes para coleta de



material botanico pelos 6rgdos competentes, com submissdo na plataforma do Sistema de
Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade (SisBio), para autoriza¢do do Instituto Chico
Mendes de Conservacao da Biodiversidade (ICMBio), bem como autorizagdo para coleta
concedida pelo SisGen (BRASIL, 2016).

Independente da espécie vegetal selecionada, ¢ indispensavel o compromisso de
exploracdo sustentavel e utilizagdo de material com garantia de qualidade, avaliado pelos
aspectos de autenticidade, integridade e pureza (CARVALHO, 2015).

Segundo Matos (2007) “a melhor forma de se manter a qualidade das plantas medicinais
e de suas preparagdes € assegurar uma correta sequéncia de operagdes desde o plantio, colheita,
pré-processamento até o produto final que chega ao usuario”.

Para que se certifique a autenticidade do material, prioriza-se a correta identificacao
botanica, visto que, na maior parte das vezes, em coletas etnodirigidas, as plantas sdo
referenciadas por seus nomes vernaculares, sendo necessario, assim, coleta do exemplar,
preparo das exsicatas e identificagdo em herbarios reconhecidos (VERDAM; SILVA, 2010).
Outras ferramentas para garantia de autenticidade do material vegetal sdo as andlises de
caracteristicas morfoanatomicas, macroscopicas € microscopicas, reagdes histoquimicas e
analise do Acido Desoxirribonucleico (DNA) como a técnica de DNA Barcording (SUCHER;
CARLES, 2008; KUNLE et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2014; SOARES; FARIAS, 2017).

A andlise de pureza do material vegetal, que esta relacionada a pesquisa de elementos
estranhos, organicos ou inorganicos, endogenos ou exodgenos, além do teor de umidade,
contamina¢do microbiologica e parasitaria, residuos de pesticidas e metais pesados, entre
outros; ¢ uma etapa imprescindivel na garantia de qualidade do produto a ser utilizado
(BRASIL, 2019).

As avaliagdes qualitativas e quantitativas dos constituintes quimicos, através de ensaios
de caracterizagdo e doseamento, principalmente daqueles responsaveis pela atividade biologica
sdo fundamentais para atestar a integridade do material vegetal, visto que as espécies podem
apresentar variabilidade em sua composi¢do, a depender de diferentes fatores, intrinsecos e/ou
extrinsecos, que influenciam diretamente na concentracao dos seus compostos bioativos e por
consequéncia, na ac¢do terapéutica de suas preparacdes derivadas ou fitoterapicos (GOBBO-
NETO; LOPES, 2007; KUNLE et al., 2012; LOPES et al., 2020).

Uma das estratégias que visam garantir essa integridade ¢ a padronizagdo no

processamento do material vegetal estudado, possibilitando a otimizacdo na obtengdo dos



compostos bioativos e definindo marcadores analiticos e/ou ativos para controle de qualidade
da espécie e dos seus produtos derivados (HU et al., 2019; LIMA et al., 2020; LAZZAROTTO-
FIGUEIRO et al., 2021).

Um estudo de padronizag@o deve priorizar a avaliacdo dos extrativos vegetais por meio
de planejamento fatorial, definindo variaveis que influenciam na extracdo, etapa que garante a
separacao de substancias bioativas de interesse da matriz complexa. A granulometria da droga
vegetal, a qualidade e quantidade de solvente, o procedimento extrativo, a temperatura € o
tempo de extracdo sdo exemplos de varidveis que podem interferir no processo extrativo e na
composi¢do do produto final (MIGILATO et al., 2011; PAULUCCI et al., 2012; SIMOES et
al., 2017).

2.1.3 Avaliagoes quimicas

Sabe-se que as espécies vegetais apresentam uma composi¢ao quimica complexa,
principalmente devido aos metabolitos secundarios, que sdo compostos organicos produzidos
pelas células vegetais como derivagdo do metabolismo priméario por meio de rotas
biossintéticas. Apesar de ndo possuirem funcdo vital para a planta, essas substancias garantem
sua sobrevivéncia, reproducdo e dispersao, protegendo contra raios UV, atraindo dispersores de
sementes e polinizadores, agindo contra herbivoros, entre outros (LIMA et al., 2020).

Esses metabolitos nao sdo comuns a todas as espécies, possuem distribui¢do variada e
sd0 os principais responsaveis pelos efeitos biologicos que cada planta exerce, fato que os torna
os alvos preferidos nos processos de descoberta e desenvolvimento de novos recursos
terapéuticos e, que incluem suas diferentes formas de apresentagdo: planta medicinal, droga
vegetal, produto tradicional fitoterdpico e medicamento fitoterapico, ou ainda, derivado
semissintético, fitofarmaco, prototipo ou analogo (SIMOES et al., 2017).

As andlises fitoquimicas preliminares de uma planta visam caracterizar os componentes
quimicos da sua composi¢do e determinar marcadores quimicos de cada espécie, por meio de
avaliacOes qualitativas e quantitativas dos seus constituintes ou metabodlitos secundarios,
seguidas de isolamento e elucidacdo estrutural, principalmente, das substancias responsaveis
pela acdo biologica, ou seja, dos principios ativos (MATOS, 2009; BESSA et al., 2013;
REGINATTO, 2017).

Esses estudos quimicos sao usualmente realizados, geralmente, com os extratos vegetais

e suas fracdes ou substincias isoladas e, envolvem varias etapas operacionais que podem



interferir na presenga e estabilidade dos constituintes quimicos e dificultar a comprovagdo da
atividade biologica investigada. Nesse sentido, ¢ fundamental o desenvolvimento e validagdo
de metodologias que possibilitem a padronizagio dessas preparagdes (SIMOES et al., 2017).

A partir do momento em que se conhece a composicao quimica do material vegetal em
estudo, € possivel delinear com mais assertividade os melhores métodos de extragao e, também,
quais bioensaios in vitro e in vivo deverdo ser realizados para avaliar seus efeitos
farmacologicos (LIMA et al., 2020). Além disso, a determina¢do da composi¢do quimica de
uma espécie e seus produtos derivados serve de importante parametro para avaliacdo de
integridade, um aspecto indispensavel no controle de qualidade, considerando que a
variabilidade de concentracdo dos constituintes quimicos interfere diretamente na sua
seguranca e eficacia (GOBBO-NETO; LOPES, 2007; KUNLE et al., 2012).

Merece destaque ainda, que ¢ importante identificar a presenca de possiveis substancias
toxicas, reduzindo os perigos a que faz uso de determinadas plantas, visto que podem elas
causar efeitos deletérios até mesmo pelo contato na pele, como irritagcdes oculares, dermatites,

alergias e queimaduras (CECHINEL-ZANCHETT, 2017).

2.1.4 Avaliagoes biologicas

No processo de validagdo, as plantas e seus produtos derivados (extratos, fragdes ou
substancias isoladas) apds serem caracterizados quimicamente, seguem para a etapa de
avaliacdo da atividade farmacologica, através de testes pré-clinicos e clinicos que visam
determinar parAmetros de eficacia e seguranca (MACIEL et al., 2002; SIMOES et al., 2017).

A andlise do potencial de eficacia terapéutica pode ser conduzida a partir de dois
principios, avaliando a indicagdo farmacolédgica referida em investigacdes etnofarmacologicas
ou realizando um screening biologico, modelo classico da Farmacologia dos Produtos Naturais
(SIXEL; PECINALLLI, 2005; KATZ; BALTZ; 2016).

Os ensaios pré-clinicos, quer para avaliacdo da eficicia de uma agdo terapé€utica, quer
da sua toxicidade sdo fundamentados em investigagdo in vitro, in silico, ex vivo e in vivo (uso
de animais de laboratorio). Diferentes comunidades se manifestam contra o uso de animais
nessa fase de ensaios pré-clinicos, propondo o desenvolvimento tecnoldgico sustentavel com a
redugdo do sacrificio e sofrimento animal, o que acarretaria também em reducao dos elevados
custos dessa etapa de pesquisa e desenvolvimento de novos medicamentos (QUEIROZ et al.,

2019; AILA, 2021).
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Apesar de diversos modelos de testes pré-clinicos alternativos a experimentagdo animal
terem bastante representatividade na comprovacdo de efeitos terapéuticos, o desenvolvimento
dos ensaios in vivo, com emprego de animais de laboratério adequados ao objeto da
investigagdo, bem como as fases subsequentes, ainda ¢ indispensavel (BEDNARCZUK et al.,
2010; AMARAL et al., 2021)

No estudo da atividade biologica de extratos vegetais ¢ importante a selegdo de
bioensaios para a deteccdo do efeito especifico. Os sistemas de ensaio devem ser simples,
sensiveis e reprodutiveis. Os bioensaios podem envolver organismos inferiores, ensaios
bioquimicos visando alvos moleculares (enzimas e receptores) e cultura de células animais ou
humanas. Contudo, o teste adequado dependera da doenga alvo. Apesar de parecer simples, a
literatura destaca as dificuldades dos estudos farmacologicos com espécies vegetais € a
importancia da elucidagdo dos componentes ativos e seus mecanismos de agdo, tendo como
principais desafios: a composi¢ao quimica complexa e os efeitos sinérgicos dos constituintes, a
necessidade de comparagdo dos efeitos do extrato bruto, fragdes e/ou substancias isoladas e,
ainda, substincias com propriedades antagonicas entre si que dificultam a interpreta¢do dos
resultados (MACIEL et al., 2002; SIXEL; PECINALLI, 2005; GUILHERMINO et al. 2012).

Outro ponto que merece destaque ¢ o fato de que os constituintes quimicos presentes
nas plantas sdo, na maioria das vezes, sintetizados com finalidade de defesa vegetal, por isso
podem desencadear alteragdes metabdlicas prejudiciais aos outros seres vivos, tais como:
disturbios cardiovasculares, respiratorios, gastrintestinais, neuroldgicos, alergias ou até mesmo
levar a obito. Esses problemas podem ser resultado da interacdo de fatores associados ao
individuo ou a planta e o processo de obtencdo do produto consumido. Desse modo, os ensaios
bioldgicos devem investigar a seguranca no uso, dados os reconhecidos registros de
hepatotoxicidade, nefrotoxicidade e toxicidade dérmica associados ao uso popular de plantas
sem estudos de validacao (CAMPOS et al., 2016).

Toxicidade aguda, toxicidade subcronica, toxicidade crénica, mutagénese,
carcinogénese, reproducdo e teratogénese, toxicocinética, efeitos locais sobre pele e olhos,
ecotoxicidade e efeitos sobre as enzimas que metabolizam medicamentos sdo os principais
fatores a serem considerados nos testes in vitro e in vivo dos protocolos de avaliagdo de
seguranca (COSTA, 2013; GROMEK et al., 2015).

S6 apos resultados positivos nas avaliagdes pré-clinicas, € que se segue para a etapa de

ensaios clinicos, visando comprovar o potencial terapéutico e seguranga em seres humanos.
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Esses ensaios compreendem 04 (quatro) fases: fase I, em que o produto ¢ testado em voluntérios
saudaveis, sem objetivos terapéuticos, visando avaliar a seguranca e tolerabilidade do farmaco,
através de dados de farmacodindmica, farmacocinética e biodisponibilidade; fase II, realizada
com um numero reduzido de pacientes voluntarios que possuem a patologia para qual a droga
¢ investigada, buscando avaliar a eficacia terapéutica, determinar da dose e regime terapéutico,
verificar a relacdo dose/resposta e estabelecer um perfil de seguranga a curto prazo; fase III,
que ¢ realizada com um niimero maior de pacientes, com o objetivo de comprovar a seguranca
e efetividade do tratamento com a nova droga, através de ensaios comparativos a placebo e ao
farmaco de referéncia e, assim, obter a autorizacao de introdu¢do no mercado; e, por tltimo, a
fase IV, conhecida como Farmacovigilancia ou Pesquisa Pos-Comercializagdo, na intengao de
otimizar o uso do medicamento, avaliando possiveis interagdes medicamentosas e efeitos
adversos adicionais (farmacovigilancia), descrevendo padrdes de uso dando suporte ao
Marketing (MACEDO; OLIVEIRA, 2006; SANTOS, 2007; BRAGA et al., 2017; SUNTAR,
2020).

Todas essas as avaliacdes, quimicas e biologicas, utilizando o maior nimero de modelos
e métodos de investigagdo sdo imprescindiveis o fechamento do ciclo multidisciplinar no estudo

com plantas medicinais e garantia de uso seguro e eficaz (AMARAL et al., 2021).

2.1.5 Tecnologia farmacéutica

Produtos ou medicamentos derivados de espécies vegetais, necessitam, assim como
qualquer outro recurso terapéutico validado, terem comprovados sua eficacia e seguranca para
utilizagdo, devendo passar por procedimentos de controle de qualidade em toda sua cadeia
produtiva, que vai desde o plantio até o produto final a ser dispensado (SOUZA- MOREIRA et
al., 2010).

Os agentes terap€uticos a serem administrados precisam estar incorporados em uma
forma farmacéutica, constituida por componentes farmacologicamente ativos e adjuvantes.
Assim como outros medicamentos, a forma farmacéutica mais apropriada para um produto
fitoterapico deve priorizar a eficacia e a seguranca do componente bioativo, assegurar sua
qualidade e facilitar a utilizacdo pela via de administragdo mais apropriada. Deve ainda, garantir
a administracdo de uma dose efetiva do componente ativo, com precisao adequada ao seu uso

de forma segura (TOLEDO et al., 2003).
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Nesse sentindo, a etapa de tecnologia farmacéutica representa os estudos de formulagao,
producdo e controle de qualidade, que envolve diversas e complexas fases a fim de garantir a
uniformidade e constancia da atividade terapéutica do produto final, por meio de etapas que
envolvem: o planejamento da producdo, o desenvolvimento farmacotécnico (analises fisicas,
fisico-quimicas, quimicas e biologicas), desenvolvimento e validagdo da metodologias
analiticas, at¢ o monitoramento do produto em comercializagdo em diferentes localidades
(MACEDO; OLIVEIRA, 2006; BASSANI; PETROVICK, 2017).

As etapas tecnologicas envolvidas na cadeia produtiva de fitoterapicos devem, portanto,
assegurar a integridade quimica e atividade biologica de interesse, principalmente através da
avaliacdo do teor e do perfil qualitativo dos constituintes quimicos ativos, desde a matéria-
prima vegetal, passando pelos produtos intermediarios, até o produto final. Essas andlises
devem ser realizadas por meio de métodos cromatograficos, espectrofotométricos, fisicos,
fisico-quimicos ou quimicos, além de estudos de estabilidade, que permitam a deteccao de
substancias oriundas de degradacdo de substancias ativas ou de marcadores quimicos
(TOLEDO et al., 2003).

Desse modo, a obtencao de produtos fitoterdpicos exige um planejamento tecnologico
adequado, obedecendo as determinagdes normativas vigentes, adotando Procedimentos
Operacionais Padronizados em todas as etapas e que as mesmas sejam executadas por
profissionais capacitados e habilitados (BRASIL, 2014; 2019).

E importante ressaltar ainda, que a prescri¢do desses produtos também precisa ser
alicercada no conhecimento ¢ obediéncia as determinac¢des normativas, devendo ser realizada
obrigatoriamente por profissional capacitado, com certeza do diagnostico e indicacdo correta
da planta ou suas preparacdes derivadas, indicagdo essa, definida por evidéncias cientificas de

eficacia, seguranca, reprodutibilidade e qualidade (COUTINHO et al., 2020).

2.2 Cancer

O cancer, atualmente, ¢ apontado como o principal problema de satide publica no
mundo, colocando-se entre as quatro maiores causas de morte prematura (antes dos 70 anos de
idade) na maioria dos paises e representando a segunda maior causa de mortes em todas as
faixas etarias (INCA, 2019; WILD et al., 2020).

Estimativa recente aponta que em 2020 ocorreram no mundo cerca de 18 milhdes de

novos casos de cancer e aproximadamente 10 milhdes de 6bitos, com destaque para os canceres
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de pulmao (2,26 milhdes) e mama (2,21 milhdes), seguidos do de cdlon e reto (1,93 milhdo) e
prostata (1,41 milhdo) (FERLAY et al., 2021). Outro dado aponta que a incidéncia em homens
representa 53% dos novos casos novos (9,5 milhdes), um pouco maior do que em mulheres,
com 47% de novos casos (8,6 milhdes) (BRAY et al., 2018).

Como definicdo, pode se dizer que cancer ¢ um termo genérico para um grupo de mais
de 100 tipos de doengas que podem afetar diferentes partes do corpo. Também chamada de
neoplasia ou tumor maligno, essa patologia se caracteriza pelo crescimento acelerado e
desordenado de células anormais, que tém a capacidade de invadir tecidos adjacentes,
espalhando-se para outros 6rgaos do corpo. Esse ultimo processo ¢ referido como metéstase e
sua ocorréncia de forma generalizada representa a principal causa de morte por cancer (WHO,
2022).

A transformacdo de células normais em células tumorais ocorre apos varios estagios,
progredindo geralmente de uma lesdo pré-cancerosa para um tumor maligno através do
processo denominado de carcinogénese, que envolve alteragdes no ciclo celular e se desenvolve
em trés fases principais: iniciagdo, promogao e progressao (INCA, 2020; REID et al., 2020).

Durante o processo do ciclo celular, a célula duplica seu material genético, cresce e se
divide, dando origem a duas células-filhas geneticamente idénticas, através de uma sequéncia
de eventos complexos essencial para a vida humana. Ele ¢ regulado por proteinas chamadas
ciclinas e quinases dependentes de ciclina (CDKSs), oncogenes e genes supressores de tumores.
Mutagdes e desregulagdo ao longo do ciclo celular promovem a carcinogénese (WENZEL;
SINGH, 2018).

Na fase de iniciacdo, os genes sofrem agdo de agentes carcinogénicos que provocam
alteragdes no seu DNA e as células alteradas, entdo, apresentam-se predispostas e susceptiveis
aos agentes que atuam no estagio seguinte. Na fase de promocao do tumor, a célula afetada ¢
gradualmente transformada em célula maligna, pela a¢do continuada dos fatores promotores
por longos periodos (semanas a anos). Os efeitos sofridos nesse estagio ainda sdo reversiveis,
ja que € possivel a regressao do tumor e desaparecimento do tumor, principalmente através dos
mecanismos de apoptose. Quando alcancam a fase de progressdo, as células tumorais sao
transformadas em células invasoras que proliferam-se descontroladamente, sem a necessidade
de presenca dos estimulos carcinogénicos. Ocorre entdo, alteragdes no metabolismo e
morfologia das células afetadas, instabilidade genética, producao de fatores de crescimento,

invasdo e surgimento de metéstases. Esse estdgio ¢ caracterizado pela irreversibilidade e o
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cancer instalado, evolui e provoca as primeiras manifestacdes clinicas (PAN et al., 2011;
TANAKA et al., 2013; INCA, 2019).

Sao necessarias varias alteracdes no DNA das células normais para que haja o inicio do
processo de carcinogénese, desencadeadas principalmente quando essas mutagdes genéticas
ocorrem em genes especiais, 0s proto-oncogenes, que a priori sdo inativos, mas que se ativados,
tornam-se oncogenes, ¢ entdo promovem a diferenciagdo de células normais em células
cancerosas (LI et al., 2020).

O mecanismo de alteragdo no DNA da célula esta relacionado a interagdo entre os
fatores genéticos de uma pessoa e trés categorias de agentes carcindgenos externos: os fisicos,
como por exemplo a radiagdo ultravioleta; os quimicos, como alcool e tabaco; e os biologicos,
como infecgdes virais ou bacterianas (WHO, 2022).

Mortalidade e incidéncia de cancer aumentam significativamente com a idade, devido
principalmente a combinacao de dois fatores: o acimulo de exposicao aos agentes carcindgenos
e a tendéncia de reducdo na eficacia dos mecanismos de reparo celular a medida que a pessoa
envelhece (PATIERNO, 2020).

As mais de 100 variedades de cancer estao relacionadas aos diferentes tipos de células
do corpo que ele atinge. Os carcinomas, que representam cerca de 90% dos canceres humanos,
sdo assim denominados quando localizados inicialmente em tecidos epiteliais, como mucosas
ou pele. Quando partem de tecidos conjuntivos, como cartilagens, 0ssos ou musculos, sdo
chamados de sarcomas. Ha também os que nao correspondem a nenhuma dessas duas grandes
categorias, sao aqueles derivados de células do sistema nervoso e os linfomas e leucemias, que
sdo derivados de células do sistema hematopoiético (INCA, 2021).

O Instituto Nacional de Cancer estima para o triénio 2020-2022, a ocorréncia de 625
mil casos novos de cancer no Brasil, sendo mais incidentes em homens os canceres de prostata,
colon e reto, pulmao, estdmago, cavidade oral e esdfago, e em mulheres os de mama, colon e

reto, colo do tutero, pulmao e glandula tireoide (INCA, 2019).

2.2.1 Estratégias terapéuticas

Atualmente, hd um grande arsenal de recursos terapéuticos no combate ao cancer,
entretanto, o diagnostico precoce e correto dessa patologia ¢ primordial para um tratamento
adequado e eficaz, pois cada tipo de cancer necessita de um esquema terapéutico especifico

(WHO, 2022). Assim, o tratamento do cancer torna-se complexo, multidisciplinar e dependente
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primordialmente das caracteristicas patologicas do tumor, do seu estadiamento clinico e
progndsticos (OLIVEIRA et al., 2019).

Os recursos terapéuticos disponiveis atualmente podem ser divididos em dois
principios: o tratamento local, que inclui a radioterapia e as cirurgias, e a terapia sist€émica, que
envolve o uso de quimioterapicos, tratamentos hormonais, imunoterapia e terapias biologicas
direcionadas. E comum ainda a terapia combinada, em que hé a associa¢do entre mais de um
tipo de tratamento (GE et al., 2017; BAYER et al., 2017; WHO, 2022).

O tratamento por radioterapia ¢ geralmente utilizado em conjunto com a cirurgia e
consiste na aplicacao de radiagdes ionizantes que provoquem a morte das células neoplésicas
ou impegam sua proliferacdo. Pode externa (teleterapia), quando ¢ realizada fora do corpo, com
a radiacdo sendo enviada por uma maquina em que uma maquina que envia radiacdo para o
tumor, ou interna (braquiterapia) utilizando substancias radioativas, emitidas de um aparelho
para os aplicadores, que sao colocados diretamente no tumor ou préximo a ele (WILEY et al.,
2017). As cirurgias oncologicas sdo uteis tanto no diagndstico, como no estadiamento e
tratamento do cancer e, podem ser realizadas por diferentes técnicas dependendo da localizagao,
do tamanho e das caracteristicas de crescimento de cada tumor. Normalmente, quando nao ha
metastase, permitem a remog¢ao eficaz dos tumores e determinam bom progndstico para o
paciente (MITRA et al., 2015).

A imunoterapia consiste na modulacdo da resposta imune no microambiente tumoral,
com destaque para a utilizagao de anticorpos monoclonais (SANMAMED; CHEN, 2018). Esses
anticorpos tém como principais alvos o antigeno-4 de linfécito T citotoxico (CTLA-4), que
regula negativamente a ativacdo de células do sistema imunoldgico e a proteina-1 de morte
celular programada (PD-1), que bloqueia a ativag@o de linfocitos T, ambos ja relacionados ao
crescimento de diferentes tumores (LEACH et a., 1996; IWAI et al., 2002). Assim, a terapia
baseada na inibicdo do CTLA-4, PD-1 e de ligantes da molécula PD-1, apresenta resultados
eficazes, apesar de ainda levar ao risco de respostas direcionadas a tecidos sadios que se
manifestam como eventos adversos e ainda ndo ser mostrar efetiva contra alguns tipos de cancer
(TEIXEIRA et al., 2019).

A hormonioterapia ¢ utilizada no tratamento de canceres em 6rgdos cujo crescimento
das células estd diretamente relacionado aos hormdnios sexuais. Essa terapia tem como objetivo
inibir o desenvolvimento do cancer utilizando antagonistas hormonais, que podem ser

supressores desses hormonios ou semelhantes a eles, evitando assim, que os mesmos se liguem



16

a seus respectivos receptores. Esse mecanismo impede a acdo dos hormonios naturais como
fator de crescimento tumoral (BRITO et al. 2014).

Entre os tratamentos sistémicos, o uso de quimioterapicos antineoplésicos, apresenta-se
como a modalidade terapéutica mais frequentemente recomendada e pode atuar com diferentes
objetivos, sendo indicada na tentativa de redugdo parcial do tumor, como complemento as
cirurgias curativas e também, com finalidade curativa, buscando controlar completamente o
tumor e, ainda, paliativa, na tentativa de minimizar sintomas decorrentes da proliferagdo
tumoral e aumentar a sobrevida do paciente (OLIVEIRA et al., 2019).

A principal forma de atuagao dos farmacos antineoplasicos € a interferéncia no processo
de divisdao das células, provocando a morte das mesmas durante o processo do ciclo celular
(MALUMBRES, 2020). Os mecanismos de acdo variam de acordo com a categoria dos agentes,
que podem ser alquilantes (alquilsulfonados, triazenos) e impede a replicagdo do DNA apo6s
formar ligagdes covalentes; antimitéticos (alcaloides da Vinca, camptotecina e taxanos) que
interferem no fuso mitotico ao afetarem a fun¢do dos microtubulos; antimetabolitos (analogos
das pirimidinas, purinas e do acido f6lico), que bloqueiam vias metabodlicas da sintese de DNA;
antibioticos citotoxicos de origem microbiana (antraciclinas, bleomicina, dactinomicina e
mitoxantrona,), que atuam impedindo a divisdo celular e outros agentes como dacarbazina,
cisplatina, L-asparaginase e imatinibe, que exercem seus efeitos por mecanismo diferentes
(BRANDAO et al., 2010; SCHIRRMACHER, 2019).

Apesar de ter como alvo as células neoplésicas, os medicamentos quimioterapicos nao
sao completamente seletivos e apresentam falta de especificidade, causando lesdes, também,
em cé¢lulas normais. Sabe-se que, as células ndo tumorais mais susceptiveis a esses agentes sao
aquelas de tecidos que apresentam constante divisao celular, como as do sistema imunolégico,
as gastrointestinais e as capilares, explicando assim o fato de que os efeitos colaterais mais
frequentes da quimioterapia sejam as nauseas € vomitos, a alopecia e a maior susceptibilidade
as infecgoes (SAEED et al., 2015; AMARAL et al., 2019a; SCHIRRMACHER, 2019).

A avaliacdo da toxicidade hematologica ¢ de extrema importancia, visto que ¢ comum
em pacientes em tratamento por quimioterapia, a presenca de quadros de: leucopenia, com
supressdo da imunidade celular e humoral, elevando a incidéncia de processos infecciosos
graves; plaquetopenia, aumento o risco de hemorragias que podem ter consequéncias graves,

com as cerebrais, gastrintestinais € ou do trato respiratorio; e anemia, que de forma intensa,
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pode levar a déficits funcionais importantes e intensificar outros efeitos colaterais ja existentes
(taquicardia, cefaleia) (BONASSA; GATO, 2012).

Outra toxicidade de grande relevancia e incidéncia € a que ocorre devido a destrui¢dao
de células epiteliais do trato gastrointestinal, ocasionada pela maioria dos agentes
antineoplésicos, resultando em ma digestdo e baixa absor¢do de nutrientes, e provocando
nauseas, vomitos e diarreia (JERMINI et al., 2019; TAVARES et al., 2020).

Além da agdo ndo-seletiva, que provoca diferentes reagdes adversas aos pacientes em
tratamento oncoldgico, outro problema que envolve os quimioterdpicos € a resisténcia tumoral,
que pode ser intrinseca ou adquirida. Segundo os autores, tanto ha a possibilidade de fatores
que induzem resisténcia ja estarem presentes nas células tumorais, como de que, durante o
tratamento, células neoplasicas inicialmente sensiveis a uma determinada droga, sofram
mutagdes, ativando vias compensatérias de proliferacdo e tornem-se nao responsivas ao
tratamento (HOLOHAN et al., 2013).

Vale ressaltar ainda, que ha significativa diferenga na disponibilidade de tratamento
entre os paises de acordo com seus niveis de renda, com abrangente arsenal terapéutico
disponivel em mais de 90% dos paises de alta renda, enquanto que em paises de baixa renda
essa disponibilidade atinge apenas 15% (WHO, 2022).

No intuito de desenvolver novos farmacos antineopldsicos, mais acessiveis, com
atividade seletiva e que proporcionem menos riscos de toxicidade as células normais, os estudos
demonstram que os produtos naturais podem ser uma fonte potencial de novas moléculas com
efeitos terapéuticos para os mais diversos tipos de cancer (AMARAL et al., 2019b; NEWMAN,;
CRAGG, 2020).

2.2.1.1 Intervengoes nado farmacologicas

Dada a complexidade e cronicidade da doenca, bem como a diversidade de condutas
empregadas no tratamento do cancer, especialmente a variedade dos quimioterapicos atuando
por diversos mecanismos, varios sdo os sinais e sintomas referidos dos pacientes oncologicos,
quer pela evolucao do curso da doenca, quer pelos eventos adversos da terapéutica, a exemplo
da dor, anemia, fadiga, disturbios do sono, perda de apetite, ansiedade, estresse, depressao,
alteragdes dermatologicas, nduseas, vOmitos, diarreia; ocasionando limitagdes fisicas e
psicologicas afetando drasticamente a qualidade de vida (XAVIER et al., 2020; CASTRO E
SILVA; LANCELLOTTI, 2021).
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Nesse contexto, sob orientacdo de profissionais de saude e/ou por iniciativa propria,
estratégias ndo farmacologicas, definidas como “um conjunto variado de sistemas, praticas e
produtos médicos e de saude que ndo sdo considerados parte integrante da medicina
convencional”, tém sido empregadas na perspectiva de melhorar a qualidade de vida (XAVIER
et al., 2020). Com énfase, ainda, ao crescente emprego dessas estratégias nos cuidados
paliativos em pacientes oncologicos, na perspectiva de conforto nas dimensdes fisica,
psicoespiritual, ambiental ou social (SOUZA et al., 2021a); com atuacdo multiprofissional
direcionada ndo mais para a cura do paciente, mas sim voltado ao seu bem-estar; na perspectiva
de melhorar a qualidade de vida, propiciando alivio do sofrimento, de pacientes e familiares em
processo de doengas sem perspectiva de cura (PORTO et al., 2021).

Iniciado em 2019, o projeto Mapa de Evidéncias Clinicas em MTCI (Medicinas
Tradicionais, Complementares e Integrativas), através da parceria entre o Consorcio
Académico Brasileiro de Saude Integrativa (CABSIN) e o Centro Latino-Americano ¢ do
Caribe de Informagdo em Ciéncias da Saude da Organizacdo Pan-Americana da Saude
(Bireme/OPAS/OMS), com apoio da Coordenagdo Nacional das Praticas Integrativas e
Complementares de Satde do Ministério da Saude brasileiro, contempla estudos cientificos
sobre a aplicagdo clinica das Praticas Integrativas e Complementares (PIC’s), no tratamento de
problemas prioritarios de saude, como por exemplo: doengas cronicas e metabolicas,
transtornos mentais ¢ na melhoria do bem-estar e da qualidade de vida (MACHADO, 2020).

Algumas das Praticas Integrativas e Complementares (PIC’s), institucionalizadas no
Brasil pela Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no Sistema
Unico de Saade (SUS) (BRASIL, 2006b; 2017; 2018), sdo empregadas como estratégias nio
farmacoldgicas em pacientes oncoldgicos.

Breve revisao da literatura permite constatarmos diversos estudos mais recentes sobre
estratégias ndo farmacologicas empregadas em pacientes oncologicos, a exemplo:

a) acupuntura (COSTA et al., 2021; DALMEDICO et al., 2021; SILVA; MARTINS,
2021; SOARES et al. 2021; SOUZA et al., 2021b; BENEDITO et al., 2022; OLIVEIRA et al.,
2022; VAREJAO et al., 2022);

b) apiterapia (BORGES et al., 2021; SENGUL; VATANSEV, 2021; IPEK et al.,
2022);

c¢) aromaterapia (COSTA et al., 2021; FERREIRA et al., 2021; SILVA; PAGANINI,
2021);
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d) arteterapia (COSTA et al., 2021; MORAIS et al., 2021);

e) auriculoterapia (PAIVA et al., 2021; LIMA et al., 2022);

f) espiritualidade e religiosidade (COSTA et al.,, 2021; DAMEN et al., 2021;
GAYATRI et al., 2021; MINUTO et al., 2021; PORTO et al., 2021; ROSSATO et al., 2021;
SOUZA et al., 2021; BATISTA et al., 2022; FITRI et al., 2022; HINDMARCH et al., 2022;
KELLY et al. 2022; PLAUTO et al., 2022; PURWANINGSIH et al., 2022);

g) fitoterapia (BONOW et al., 2021; COSTA et al., 2021; FERREIRA et al., 2021;
MARQUES et al., 2021; MINUTO et al., 2021; MORAIS et al., 2021; PINTO et al., 2021;
SANTOS et al., 2021; SILVA et al., 2021; SOARES et al., 2021; SOUZA et al., 2021b);

h) hipnose terapia (FERREIRA et al., 2021; FRANCO et al., 2021; SOUZA et al.,
2021b; BENEDITO et al., 2022);

1) homeopatia (COSTA et al., 2021; BOTELHO et al., 2021; SOARES et al., 2021);

j) massoterapia (COSTA et al., 2021; FERREIRA et al., 2021; SOARES et al., 2021;
BENEDITO et al., 2022; GUERINI et al., 2022);

k) meditagao (FERREIRA et al., 2021; FRANCO et al., 2021; SOARES et al., 2021);

1) musicoterapia (COSTA et al., 2021; FERREIRA et al., 2021; FRANCO et al., 2021;
MIRANDA et al., 2021; SOARES et al., 2021; SOUZA et al., 2021a; 2021b; BENEDITO et
al., 2022; GUERINTI et al., 2022);

m) reflexologia (FERREIRA et al., 2021; SOUZA et al., 2021b);

n) reike (FEITOSA et al., 2021; FERREIRA et al., 2021; MORAIS et al., 2021;
BENEDITO et al., 2022);

o) relaxamento (FERREIRA et al., 2021; COSTA et al., 2021);

p) yoga (COSTA et al., 2021; SOARES et al., 2021; BENEDITO et al., 2022).

A Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no SUS
(BRASIL, 2006b; 2017; 2018) inclui a apiterapia, definida como terapia que usa produtos feitos
pelas abelhas, como mel, propolis, geleia real e até o veneno desses insetos, para o tratamento
de diversos males; predominado para uso terapéutico os produtos das abelhas do género Apis
(familia Apidae), com destaque para Apis mellifera. Mas vale destacar os produtos de abelhas
da tribo Meliponini, género Melipona, com destaque para Melipona fasciculata, conhecida

como abelhas sem ferrdo e/ou abelhas indigenas, com estudos indicando o amplo uso como
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estratégias ndo farmacoldgicas em pacientes oncologicos (CAMPOS et al., 2021; PEREIRA et
al., 2021; SUJANTO et al., 2021).

Embora com diversos estudos referindo o emprego das estratégias nao farmacologicas
em pacientes oncoldgicos, deve ser enfatizado que o uso merece cautela pelas constatagdes das
fragilidades metodoldgicas, a exemplo: alto risco de viés no delineamento do estudo, falhas no
relato, problemas amostrais, falta de critérios de avaliagdo do efeito da intervengao; além do
risco de eventos adversos como toxicidade e intera¢cdes medicamentosas (ABREU MOURA;
GONCALVES, 2020; BATISTA et al., 2020; DALMEDICO et al., 2021; FERREIRA et al.,
2021; MENDES et al., 2022; PLAUTO et al., 2022; VAREJAO et al., 2022).

Vale, ainda, destacar os riscos do uso das estratégias nao farmacologicas dada
constatacdo que a maioria dessas praticas ocorre por iniciativa do paciente, caracterizando
autoatengdo, com desconhecimento de tal pratica pelos profissionais de saide que assistem tais
pacientes (COSTA et al., 2020; MENIN; ORSO, 2020; BONOW et al., 2021).

Dentre as estratégias ndo farmacologicas merece destaque o uso de produtos naturais,
especialmente de origem vegetal; as quais representam recurso alternativo e/ou complementar

em varias manifestacdes patologicas ja amplamente empregadas na humanidade.

2.2.1.1.1 Produtos naturais na terapéutica do cancer

Reconhecidamente, os produtos naturais e seus compostos bioativos representam uma
das fontes mais bem-sucedidas na pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos. Com
finalidade de protecdo e resisténcia a insetos, bactérias, fungos e diferentes condigdes
climaticas, as espécies vegetais foram se adaptando, principalmente com a producao de diversas
classes de metabolitos secundéarios. Esses metabolitos tém sido explorados
etnofarmacologicamente ao longo do tempo e utilizados como uma importante fonte na
descoberta de novas drogas (SIMOES et al., 2017). Segundo a Organiza¢io Mundial da Satde
(OMS), cerca de 80% da populagdo mundial ainda fazem utilizacdo de plantas como recurso
medicinal primario nos cuidados a saude e a explora¢do desse conhecimento tradicional, ndo
s0 impulsionou os estudos de investigacdo terapfutica com espécies vegetais utilizadas
popularmente, como permitiu o isolamento de diversas substancias fitoquimicas que se
transformaram em produtos farmacéuticos bem conhecidos. Aproximadamente 80% de 122
drogas derivadas de espécies vegetais possuem atividade farmacoldgica relacionada a sua

finalidade de uso etnofarmacologico referida (DIAS et al., 2012; AMARAL et al., 2019b).
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Dados revelam que mais de 60% das drogas sintéticas existentes sao derivadas de fontes
naturais e entre as drogas anticancerigenas, 75% tém como composto ativo, uma substancia de
origem natural, obtidas principalmente de espécies vegetais (NEWMAN; CRAGG, 2016;
2020).

O Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos (NCI) reconhece desde a década de
1950, o potencial de utilizacao de substancias naturais como agentes anticancerigenos e varios
estudos vém contribuindo significativamente para a descoberta de novas drogas
antineoplasicas. A partir de entdo, diversos medicamentos para tratamento do cancer sdo
originados de compostos naturais ou utilizam esses compostos de modelo, na formulagao de
substancias analogas ou pro-drogas (FERREIRA et al., 2011; SHARIFI-RAD et al., 2019).

Entre os anos de 1981 e 2014, foram aprovados para comercializagdo 174 novos
compostos indicados para tratamento do cancer e, destes, 93 (53%) eram produtos naturais ndo
modificados. derivados direto ou analogos inspirados em suas estruturas quimicas (NEWMAN;
CRAGG, 2016).

As propriedades terapéuticas anticancer dos produtos naturais sao comprovadas por seus
efeitos antioxidantes, citotoxicos, antiproliferativos e pro-apoptoticos em estudos com diversas
linhagens de células tumorais como: prdstata, mama, colorretal, pancreas, leucemia e
melanoma, refor¢ando-os como fortes candidatos no desenvolvimento de novas drogas
antineoplésicas com melhores aspectos de seguranca e eficicia (TRENDOWSK, 2015;
DUONG et al., 2020).

Entre as principais classes de metabolitos secundarios apontadas como responsaveis
pelo potencial anticancerigeno dos produtos naturais estdo os flavonoides, alcaloides,
esteroides, terpenos, glicosideos, lignanas, saponinas, que possuem ag¢ao bioldgica sugerida por
diferentes mecanismos, como inducao de apoptose, inibicdo da polimerase, alteragdo nas
transdugdes de sinal, atividade antiproliferativa, entre outros. Uma variedade que intensifica o
interesse da industria farmacéutica (EID et al., 2015; AVTANSKI; PORETSKY, 2018;
GHANTE; JAMKHANDE, 2019).

Como resultado desse constante interesse, podem ser citados varios exemplos de drogas
antitumorais derivadas diretamente de compostos vegetais ou analogos sintéticos com
validagdo cientifica e que sdo usadas clinicamente: paclitaxel (Taxol®) e os andlogos docetaxel
(Taxotere®) e cabazitaxel (Jevtana®); vinblastina (Velban®), vincristina (Oncovin®) e seus

analogos vindesina (Eldisine®) e vinorelbina (Navelbine®); camptotecina ¢ os analogos
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belotecano (Camptobell®), topotecano (Hycamtin®) e irinotecano (Camptosar®); e
podofilotoxina e os andlogos etoposideo (Etopophos®) e teniposideo (Vumon®) (SHARIF-
RAD etal., 2019).

Entre os mecanismos de agdo dessas drogas, pode ser destacada a inibicdo do fuso
mitotico, por ligacdo as proteinas tubulares e consequente interrup¢do da divisdo celular na
metafase pelos alcaloides vimblastina e vincristina, isolados de Catharanthus roseus (Vinca
roseus) e interferéncia na estrutura e fun¢do dos microtiibulos, com agdo em vias apoptoticas
através da expressao de proteinas da familia BCL-2 pelo diterpeno taxano paclitaxel isolado do
teixo ocidental (Taxus brevifolia Nutt) e do teixo europeu (Taxus baccata L.) e seus analogos
(TRENDOWSK, 2015, PAIER et al., 2018).

As configuragdes estruturais compactas e variadas dos compostos naturais sio
essenciais para sua agdo seletiva, determinando ligacdo a alvos especificos e interagdes
moleculares cruciais no processo do ciclo celular (CARLSON, 2010; LA CLAIR, 2010).

Em contrapartida, apesar da busca por seletividade, através inclusive da identificacao
de genes, proteinas e mecanismos moleculares envolvidos no processo da carcinogénese, torna-
se dificil superar a resisténcia tumoral quando a terapia ¢ direcionada a um unico alvo. Nesse
sentido, os produtos naturais, tém sua atividade original primordial baseada na a¢ao conjunta
dos seus metabdlitos, ou seja, dos fitocomplexos, que poder atingir multiplos alvos. Dessa
maneira, podem ser utilizados tanto na tentativa de aumentar as concentragdes intracelulares
das drogas quimioterapicas e/ou induzindo processos alternativos a morte celular por apoptose
(YUAN et al., 2017).

Apesar de todo o potencial de uso de recursos naturais, principalmente os de origem
vegetal, na busca por novas opgdes terapéuticas para o cancer, ¢ preciso enfatizar que o uso
popular medicinal de plantas e seus derivados, ndo possuem, necessariamente, garantia de
seguranca ¢ eficacia, mas serve como critério na selecao de espécies vegetais a serem objeto de
estudos de validacdo, que comtemplam ensaios quimicos, farmacologicos e de toxicidade,
visando garantir eficicia e seguranca no uso das espécies vegetais; e, também, direcionam
futuras pesquisas na Pesquisa & Desenvolvimento de novos farmacos (FELIX-SILVA et al.,

2017; FREITAS JUNIOR; ALMEIDA JUNIOR, 2017).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver estudo de validagdo de espécies da flora maranhense com potencial
antineopldsico com énfase nos estudos etnofarmacoldgicos, quimicos e farmacoldgicos,
visando contribuir em novos bioprodutos como alternativa e/ou complemento terapéutico no

tratamento do cancer.

3.2 Objetivos especificos

a)  Realizar revisdo dos estudos etnofarmacologicos de espécies vegetais utilizadas no
tratamento do cancer;

b)  Desenvolver estudo etnofarmacoldgico para caracterizagdo do uso popular de espécies
vegetais em Sao Luis, Maranhdo, na terap€utica anticancerigena;

c) Realizar bioprospec¢cdo, com énfase a investigacdo dos constituintes quimicos,
avaliagdo da atividade antioxidante, antitumoral e citotoxicidade in vitro de espécie da flora
maranhense selecionada pelo amplo uso popular e grande ocorréncia local;

d)  Contribuir na pesquisa e desenvolvimento de novas alternativas e/ou complementos
terapé€uticos anticancerigenos;

e) Estimular a Farmacovigilancia em Fitoterapia, na perspectiva real de minimizar riscos

e perigos associados ao uso irracional de plantas para tratamento do cancer.
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Abstract

Ethnopharmacological relevance: Cancer is the second leading cause of death worldwide
and can be defined as the abnormal growth of cells in a multistage process that usually
progresses from a precancerous lesion to a malignant tumor. Adherence to cancer treatment
is hampered by the high cost and adverse effects of drugs available on the market. Therefore,
Ethnopharmacology presents itself as an important tool for the selection of plant species
subject to validation studies in the search for new anticancer agents. Aim of review: Thus,
the present article aims to select plant species with anticancer potential through a literature
review of ethnopharmacological studies Materials and Methods: A survey of
ethnopharmacological studies published from 2001 to 2020 in the PubMed, Scielo, and VHL
databases was carried out using as descriptors: "Ethnopharmacological Survey", "Herbal
Medicine", "Medicinal Plants", "Cancer", "Neoplasm", and "Tumor". The documents found
were analyzed according to pre-established inclusion and exclusion criteria for the selection
of the plant species most often cited as anticancer. Subsequently, bibliographic evidence of
their antitumor potential validated the selected plant species. Results:
Ethnopharmacological studies found the frequent popular use of Zingiber officinale Roscoe,
Allium sativum L., Allium cepa L., and Aloe vera (L.) Burm. f. and Annona muricata L. in
the treatment of cancer. The bibliographic evidence showed that the mentioned species are
targets of several evaluation studies that prove their antitumor activity, however, there is still
no guarantee of safety, given the scarcity of clinical studies. Conclusion:
Ethnopharmacology has proven to be an effective tool in the selection of potential species
with anticancer activities because it presents a high percentage of positivity in tests
investigating the efficacy of the plants most often mentioned by the population. Despite this
data, it was found that there is a lack of continuity in the studies regarding the clinical phases,
which hinders the development of new anti-cancer agents that can be safely used by patients
undergoing cancer treatment.

Keywords: ethnopharmacological approach, popular wuse, anticancer activity,
pharmacovigilance, medicinal plants.

Abbreviations

ATP, adenosine triphosphate; BVS, Virtual Health Library; DADS, diallyl disulfide; DAS,
diallyl sulfide; DATS, diallyl trisulfide; DNA, deoxyribonucleic acid; IC, inhibitory
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concentration; INCA, National Cancer Institute Jos¢ Alencar Gomes da Silva; mRNA,
messenger riboxyribonucleic acid; MTT, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide); NCI, National Cancer Institute; NR, 3-amino-7-
dimethylamino-2-methylphenazine; PubMed, National Library of Medicine and National
Institute of Health; SAC, S-allylcysteine; SciELO, Scientific Electronic Library Online;
STAT3, activator of transcription 3; VEGF, vascular endothelial growth factor; WHO,
World Health Organization.

1. Introduction

Cancer can be defined as the abnormal growth of cells, which can invade adjacent
parts of the body and spread to other organs, in a multi-stage process that usually progresses
from a precancerous lesion to a malignant tumor (INCA, 2020; WHO, 2022).

According to the World Health Organization (WHO), cancer is the second leading
cause of death worldwide, causing approximately 10 million deaths in 2020, and currently
presenting 43.8 million people diagnosed with the disease (Wild et al., 2020; Ferlay et al.,
2021).

Cancer treatment is considered one of the most difficult issues in medicine since it
can vary according to its type, extent, and/or location, leading to the choice of a specific
treatment or a combination of treatments, mainly surgery, radio, and chemotherapy (Bayer
etal., 2017; Oliveira et al., 2019).

This situation is reflected in a significant and growing economic impact. Annually,
the total cost of cancer is estimated at approximately $1.16 trillion (Wild et al., 2020).

In addition to the expense, the decision to treat the disease is made more difficult, for
reasons that range from numerous aggressive adverse effects to the uncomfortable situation
of changing daily habits, both for patients and their families, since it requires frequent visits
to the hospital since it cannot be self-performed (Rodrigues and Polidori, 2012; WHO,
2022).

Given this, the need to search for new antitumor and/or anti-invasive compounds that
are more efficient and economically accessible and also that trigger the least possible number
of undesirable effects is growing; which highlights the research for products of plant origin
that have antineoplastic activity and can be used as an alternative and/or complementary
therapy effectively and safe way (Fontenele et al., 2014; Simdes et al., 2017; Newman and
Cragg, 2020); the use of plants and their derivatives for medicinal purposes, besides being
recognized and encouraged by the WHO, is a practice valued by a large part of the world's
population (Ferreira et al., 2019; Amaral et al., 2019).

In this sense, the ethnopharmacological approach, which investigates natural

resources, especially those of plant origin, used by the population for therapeutic purposes,
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constitutes an important tool for the inclusion and/or exclusion of plant species to be
submitted to validation studies, which aim to prove the safety, efficacy, and quality of the
material, based on chemical, pharmacological, toxicological and pharmacy technical
analyses (Albuquerque et al., 2014; Simdes et al., 2017).

It is then observed, the importance of the association of chemical and
pharmacological evaluations to ethnopharmacological surveys is important, seeking to
identify the active compounds responsible for the therapeutic action popularly indicated; the
objective is not to isolate one or more compounds, but to identify active fractions to be
biologically tested in in vitro and in vivo models, to guarantee that the studied natural
resource has proven safety and efficacy (Elisabetsky and Souza, 2010).

Over time, several studies have compared ethno-directed approaches to other
selection tools, and, in most cases, both biological analyzes and the isolation of active
compounds from plant species selected by ethnopharmacological investigation present better
results when compared to those in which they were selected. randomly selected (Khafagi
and Dewedar, 2000; Oliveira et al., 2011; Simdes et al., 2017 Balick and Cox, 2020).

Thus, the objective of this work is, based on ethnopharmacological studies on the use
of plants for the treatment of cancer, to present a bibliographic review of the most popularly
referred plant species to demonstrate the contribution and importance of Ethnopharmacology
in the selection of plants to be studied and validated in the process of searching for new

anticancer agents.

2. Materials and methods

In the first stage of the study, A literature search was carried out on different scientific
search engines: ScienceDirect, PubMed, SciELO, and BVS with the guiding theme of
ethnopharmacological approaches that investigate plant species popularly used by patients
undergoing cancer treatment. These descriptors were considered: “Ethnopharmacological
Survey” (1), “Herbal Medicine” (2), “Medicinal Plants™ (3), “Cancer” (A), “Neoplasm” (B),
and “Tumor” (C), which were arranged as a search strategy in 09 (nine) different
combinations: (1 +A), (1 +B),(1+C),2+A),2+B),2+C),3+A),3+B)and 3 +
O).

To select the sample, the following inclusion criteria were applied: works published
in any language, in the period from 2001 to 2020, that presented the selected descriptors in
the title, abstract, and/or keywords. The references that met the inclusion criteria were
evaluated in terms of structure and published content, excluding works that: deviated from

the guiding theme, despite presenting the descriptors; did not provide the name of the plant
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species, in addition to monographs, dissertations, theses, technical reports, abstracts, and
repeated articles in different databases.

Thus, after analyzing the ethnopharmacological data, the 5 plant species that had their
names mentioned in more studies were selected to perform the second phase of the review,
which consisted of a survey of studies that evaluated the anticancer activity and cytotoxicity
of the species in the databases mentioned above, having as descriptors: the scientific name

n.n n.n n"n.n

and botanical synonyms of the species, "cancer", "carcinoma", "anticancer", "neoplasm",

n.n non

"antineoplastic", "antiproliferative", "cytotoxicity" and "apoptosis".

3. Results and discussions

Initially, 1992 articles were found, related to the combinations between the
descriptors in the search process. After analytical reading, the final sample was obtained
with 26 articles, which satisfied the guiding question of the study and the inclusion and
exclusion criteria.

Considering the origin local, it was observed that the African continent recorded the
highest number of publications (n=12), Nigeria was the country with the most studies (n=4),
and other countries that stood out in terms of the number were Brazil and Palestine (n=3).
The number of studies in African countries can be explained by that African communities
have a relationship with plants, mainly in their medicinal use, although some traditional
communities use them as plant species for the treatment of diseases cultural heritage, people
from the continent continue to hold the belief that plants are sacred and have in themselves,
the "axé" or strength of the “Orixas” (Arruda et al., 2019; Silva et al., 2021).

In the ethnopharmacological studies analyzed, 562 plant species, belonging to 123
families, were cited for popular use in the treatment of cancer. The families that appeared in
most studies were Compositae (22 studies), Lamiaceae (17 studies), Leguminosae (16
studies), and Euphorbiaceae (16 studies). Among the species, the 5 (five) most present
species were: Zingiber officinale Roscoe (11 studies), Allium sativum L. (11 studies), Allium
cepa L. (8 studies), Aloe vera (L.) Burm. f. (7 studies), and Annona muricata L. (7 studies)
(Table 1).

The most used pharmacogens in the studies were leaf (Aloe vera and Annona
muricata, bulb (Allium sativum and Allium cepa), and root (Zingiber officinale), with the
predominance of use in natura (Allium sativum and Allium cepa) and hot extraction methods

in the preparations (Zingiber officinale and Annona muricata). (Table 1).



Table 1

Plant species of most frequently reported use in ethnopharmacological studies for cancer treatment were published from 2001 to 2020.

Plant Species/Family Popular name  Used part Preparation = Administration Country Reference
root NI NI Nigeria Abubakar et al. (2020b)
root crushed topical/oral Ghana Agyare et al. (2018)
root decoction oral Palestine Ali-Shtayeh et al. (2016)
rhizome cooked oral Nigeria Ashidi et al. (2010)
o _ NI NI NI Iran Bazrafshani et al. (2019)
Zingiber officinale Roscoe o NI NI NI England Damery et al. (2011)
(Zingiberaceac) NI NI NI Norway Engdal et al. (2009)
NI NI NI Turkey Tuna et al. (2013)
tuber paste NI Nigeria Segun et al. (2015)
rhizome infusion oral Palestine Jaradat et al. (2016)
whole plant cooked/juice NI Palestine Ali-Shtayeh et al. (2011)
bulbs in natura NI Palestine Kabbaj et al. (2012)
root/fruit in natura oral Palestine Ali-Shtayeh et al. (2011)
root/fruit NI NI England Ali-Shtayeh et al. (2016)
NI NI NI Norway Bazrafshani et al. (2019)
. ' NI in natura oral Palestine Damery et al. (2011)
Allium saiyurm L. garlic NI NI NI Morocco Engdal et al. (2009)
(Amaryllidaceae) ; X .
bulb in natura oral Brasil Molin et al. (2013)
NI NI NI Turkey Tuna et al. (2013)
bulb in natura oral Palestine Jaradat et al. (2016)
bulb juice oral Israel Said et al. (2002)
NI NI NI Peru Rojas et al. (2016)

NI — uninformed



Table 1 (continued)

Plant Species/Family Popular name  Used part Preparation = Administration Country Reference
bulb in natura oral Morocco Kabbaj et al. (2012)
aerial parts cooked/juice NI Palestine Ali-Shtayeh et al. (2011)
bulb/leaf in natura oral Palestine Ali-Shtayeh et al. (2016)
Allium cepa L. onor bulb in natura oral Palestine Jaradat et al. (2016)
(Amaryllidaceae) bulb crushed topical Ghana Agyare et al. (2018)
bulb juice oral Israel Said et al. (2002)
NI NI NI Peru Rojas et al. (2016)
leaf decoction NI Nigeria Segun et al. (2015)
NI NI NI Norway Engdal et al. (2009)
sheet “garrafada” oral Brazil Molin et al. (2013)
NI NI NI Peru Rojas et al. (2016)
Aloe vera (L) Burm. f. aloe sheet crushed oral Brazil Oliveira et al. (2014)
(Xanthorrhoeaceae) — —
sheet juice oral Nigeria Segun et al. (2015)
leaf NI NI Cameroon  Avana-Tientcheu et al. (2019)
leaf in natura oral Brazil Caetano et al. (2015)
leaf NI NI Nigeria Abubakar et al. (2020b)
leaf infusion/capsule oral Brazil Molin et al. (2013)
leaf/fruit infusion/juice oral Brazil Oliveira et al. (2014)
Annona muricata L. soursop leaf decoction oral Nigeria Segun et al. (2015)
(Annonaceae) - -
root decoction oral Gabon  Ngoua-Meye-Misso et al. (2019)
fruit syrup oral Palestine Jaradat et al. (2016)
NI NI NI Peru Rojas et al. (2016)

NI — uninformed
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Despite the great importance of ethnopharmacological studies as a tool in
directing research, it was found that many of these investigations analyzed in our review
lacked important information, such as part of the plant species used, method of
preparation, and route of administration (Table 1). This reflects the need for greater
methodological rigor, with better experimental design in conducting this type of
approach, as advocated by Berlin and Berlin (2005), who even reports that some
information is indispensable in some cases, especially when focused on the

bioprospecting (Albuquerque and Hanazaki, 2005).

3.1 Potential anti-cancer activity of plant species
The data from the pharmacological activity evaluation analysis by preclinical

and/or clinical anti-cancer studies of the selected species are presented below.

3.1.1 Zingiber officinale Roscoe

A plant species that belongs to the Zingiberaceae family, Zingiber officinale
Roscoe (ginger), is widely used as a spice and medicinal plant in folk practice and
traditional medicine. (Lemos Junior and Lemos, 2010; Srinivasan, 2017).

Chemical studies prove that ginger has more than 400 different compounds
(Prasad and Tyagi, 2015). The rhizome, the most used part in popular practice, consists
mainly of carbohydrates (60-70%), also containing proteins (9%), lipids (3-8%), and ash
(4.5%), in addition to terpenes, phenolic compounds, fiber, and vitamins (Grzanna et al.,
2005; Prasad and Tyagi, 2015; Srinivasan, 2017).

Although the chemical composition varies depending on the place where it is
grown, the main terpene components of ginger are the sesquiterpenes: a-zingiberene (30-
70%), b-sesquiphellandrene (15-20%), B-bisabolene (10-15%) and a-farnesene and the
monoterpenes: B-phellandrene, camphene, cineole, geraniol, curcumene, citral, terpineol,
and borneol; while phenolic compounds include gingerols (23-25%), shogaols (18-25%)
and paradols (Ali et al., 2008; Prasad and Tyagi, 2015; Shareef et al., 2016; Srinivasan,
2017).

The characteristic odor and taste of fresh ginger are related to 6-gingerol, an oily
liquid and the most abundant component among gingerols, while these properties in the
dried rhizome are due to 6-shagaol, a non-volatile phenylpropanoid major among
shogaols, compounds derived from gingerols (Wohlmuth et al., 2005; Dabague et al.,
2011; Prasad and Tyagi, 2015).
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In addition to being commonly used for culinary purposes, over time, ginger has
been widely used by the world population to treat different types of pathologies (Langner
et al., 1998; Ali et al., 2008; Silva et al., 2017) and several studies prove its biological
actions, including anticancer activity (Stoilova et al., 2007; Ramadan et al., 2011;
Shanmugam et al., 2010; Radhakrishnan et al., 2014; Shamoto et al., 2014; Akimoto et
al., 2015; Hsiang et al., 2015; Justo et al., 2015; Qi et al., 2015).

According to the National Cancer Institute (NCI, USA) and the protocol proposed
by Geran et al. (1972) vegetables with IC50 values < 20 pg/mL are considered highly
cytotoxic, between 21 and 200 pg/mL are moderately cytotoxic, between 201 and 500 are
weakly cytotoxic and with IC50 > 501 non-cytotoxic (Niksic et al., 2021).

A study carried out by Santos et al. (2016) using essential oils from the rhizome
of ginger obtained by hydrodistillation, showed cytotoxic activity against cervical cancer
cells (HeLa), an IC50 obtained was 129.9 ug/mL in the MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) assay and 141.4 pg/mL in the NR (3-amino-7-
dimethylamino-2-methylphenazine) assay. In the control tests with normal human liver
cells (HepG2) the IC50 was 635.1 pg/mL in the tests with both reagents. In addition, it
caused changes in cell morphology such as chromatin condensation, loss of cell
membrane integrity with protrusions, and leakage of cell contents into cells, in addition
to presenting a profile of cell death by apoptosis.

Ansari et al. (2016) also investigated the potential of Zingiber officinale for
anticancer activity against cervical cancer cells of the cervix (HeLa), as well as against
breast cancer cells (MDA-MB-231), however, the methanolic extract of ginger rhizome.
The activity was demonstrated by inhibiting proliferation and colony formation in HeLa
and MDA-MB-231 cells, in a dose-dependent manner, with the induction of typical
changes in nuclear morphology, such as chromatin condensation and fragmentation,
membrane retraction and blister formation in both cells, thus indicating the apoptotic
property of Zingiber officinale.

A study carried out by Karna et al. (2012), evaluated the efficiency of the
methanolic extract of the rhizome of Zingiber officinale in the treatment of prostate
cancer; In vitro and in vivo assays were performed using PC-3, LNCaP, C4-2, C4-2B, and
DU145 cell lines and human prostate PC-3 xenografts implanted subcutaneously in mice,
respectively.

In vitro evaluations demonstrated selective inhibition of the cell growth of cells

of the tumor lineage, interrupting the cell cycle progression and activating caspase-3, an
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important marker of apoptosis; in the in vivo evaluation, PC-3 xenografts from the human
prostate were implanted subcutaneously in Balb/c mice and the animals in the treated
group received 100 mg/kg of ginger extract daily orally for 8 weeks; daily analyzes
showed time-dependent inhibition of tumor growth, with a reduction in xenograft
progression and growth by approximately 56% and a decrease in mean final tumor
volumes (p < 0.05), with no signs of toxic effects caused by the extract. (Karna et al.,
2012).

Another in vivo study was performed by Akimoto et al. (2015) when analyzing
the effect of the ethanolic extract of ginger root on Panc-1 cells implanted in the pancreas
of Balb/c mice. After intraperitoneal treatment for 2 weeks with a dose of 80mg/kg,
significant suppression of tumor cell growth was observed, with no change in the animals'
body weight.

As demonstrated by several authors, the active components of Zingiber officinale
responsible for several of its pharmacological actions, such as antioxidant and anti-
inflammatory are gingerols, more specifically, 6-gingerol (Srivastava and Mustafa, 1992;
Young and Chen, 2002; Kubra and Rao, 2012; Chang and Kuo, 2015; Ghasemzadeh et
al., 2015) and also one of its shogaols derivatives, the 6-shogaol (Srivastava and Mustafa,
1992; Park and Pezzuto, 2002; Bak et al., 2012; Altameme et al., 2015; Ghasemzadeh et
al., 2015).

These two substances are attributed to the anticancer activities of ginger, several
studies have investigated and proven antiproliferative and selective cell death-inducing
actions, both of 6-gingerol (Weng et al., 2010; Chakraborty et al., 2012; Ju et al., 2012;
Lee et al., 2014a; Fan et al., 2015; Ghasemzadeh et al., 2015; Rastogi et al., 2015; Li et
al., 2017) as do 6-shogaol (Weng et al., 2010; Hu et al., 2012; Liu et al., 2012a; Liu et al.,
2013; Kim et al., 2014; Akimoto et al., 2015; Ghasemzadeh et al., 2015).

Currently, the amount of the main gingerols and shogaols still has a low yield for
extraction and isolation (Martin et al., 2017) consequently the amount of these
compounds in natura ginger or teas consumed by the population is also present in
minimal amounts; therefore, although studies do not show signs of toxic effects on normal
cells and animals (Karna et al., 2012; Akimoto et al., 2015), there is no guarantee of the
absence of toxicity in the human body, and especially when used in the necessary amount.
for the treatment of cancer.

Given the above, it is clear that the species Zingiber officinale does indeed have

great potential as a raw material for the development of new anticancer agents, however,
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it is still essential to conduct studies, especially clinical studies, that prove the efficacy

and safety of ginger as well as, its active compounds.

3.1.2 Allium sativum L.

Allium sativum L., vernacular name: garlic, belongs to the Amaryllidaceae family,
and is a widely studied plant species due to the various preventive and therapeutic
properties popularly attributed (Ajami and Vazirijavid, 2019); several studies refer to
preclinical and clinical trials to investigate its antioxidant, antimicrobial, cardioprotective,
anticancer and immunomodulatory effects, with the bulb being the predominantly
evaluated plant part (Aviello et al., 2009; Adaki et al., 2014; Alam et al., 2017).

Fresh garlic has as its main chemical constituents, organo-sulfur compounds,
responsible for its characteristic odor and flavor. Besides them, carbohydrates, protein,
fiber, phenolic compounds, steroids, sodium, manganese, iodine, iron, selenium, calcium,
and potassium are found (Lanzoti, 2006; Powolny and Singh, 2008; Adaki et al., 2014).
Sulfur compounds found mostly in A/lium sativum are alliin, allicin, ajoene, diallyl sulfide
(DAS), diallyl disulfide (DADS), diallyl trisulfide (DATS), dithiine, and S-allylcysteine
(SAC) (Rana et al., 2011; Palani et al., 2014).

Among the main biological activities proven for garlic are antioxidant (Borek,
2001; Colin-Gonzalez et al., 2012; Capasso, 2013; Chan et al., 2013) and antitumor
(Bongiorno et al., 2008; Wang et al., 2010; Tsai et al., 2011; Borkowska et al., 2013;
Capasso, 2013).

A study by Islam et al. (2011) tested the aqueous extract of Allium sativum
obtained by maceration, at a concentration of 150 mg/200 mL and demonstrated, in vitro,
a 95% reduction in the viability and proliferation of cervical carcinoma cell line (HeLa)
when a dose of 500 pL was used.

Tanaka et al. (2006) in a double-blind study with patients diagnosed as having
colorectal adenomas, observed that oral administration of 2.4 mL/day of garlic extract
significantly suppressed the size and number of adenomas after 12 months of treatment.

The anticancer activity of garlic has been mainly related to its compounds derived
from S-allyl sulfides and to ajoene (Borkowska et al., 2013; Wallace et al., 2013).
Therefore, most of the in vitro and in vivo evaluations of the anticancer activity of Allium
sativum are performed with the compounds ajoene, diallyl trisulfide (DATS) and S-

allylcysteine (SAC) extracted from the species.
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Studies prove the efficacy of DATS isolated from garlic against many different
tumor cell lines (Xiao et al., 2004; Kim et al., 2007; Powolny and Singh, 2008; Lee et al.,
2011; Wang et al., 2012a; Borkowska et al., 2013; Jurkowska et al., 2017) and possible
proposed mechanisms include inhibition of cell cycle progression, a decrease of pro-
tumor markers and mitosis in tumors, increased degradation of carcinogens, scavenging
of free radicals, and regulation of apoptosis (Wallace et al., 2013).

Another compound extracted from Allium sativum that has proven its anticancer
activity is ajoene, a sulfur-rich and oil-soluble compound (Ajami and Vazirijavid, 2019).
Studies have shown that this substance acts mainly by inducing the apoptosis mechanism
in tumor cells (Dirsch et al., 1998; Li et al., 2002; Tilli et al., 2003; Kay et al., 2010;
Tsubura et al., 2011; Jung et al., 2014).

S-allylcysteine, in turn, is a water-soluble compound, more stable and bioavailable
than other sulfur compounds found in the species (Mikaili et al., 2013), and studies have
demonstrated its anticancer activity, through actions ranging from preventing the binding
of carcinogens to DNA and inducing death by apoptosis (Xiao et al., 2003; 2005; Tanaka
et al., 2006; Liu et al., 2012b; Park et al., 2014; Xu et al., 2014; Cho et al., 2015).

Despite the great potential of A//ium sativum as an anticancer agent, given the high
number of compounds with proven activity and the different mechanisms of action
involved; there is a lack of toxicity studies that define a safe dose for the safe use of the

species and its derivatives.

3.1.3 Allium cepa L.

Popularly known as onion, Al/lium cepa L. is a biennial plant, originating in Asia,
with a cosmopolitan distribution that belongs to the Amaryllidaceae family. Despite its
wide use in cooking, onion has low nutritional value, it is composed of approximately
90% of water, some vitamins, and minerals with folic acid, calcium, magnesium,
phosphorus, potassium, selenium, and vitamin B6, presenting low carbohydrate content,
proteins and lipids. It is, however, like other plants of the genus A//ium, a source of several
biologically active constituents, such as sulfur compounds (alliin, allicin, diallyl sulfide,
diallyl disulfide, diallyl trisulfide, and S-allylcysteine) and flavonoids, with emphasis on
anthocyanins and flavonols (Almeida and Suyenaga, 2008; Teshika et al., 2018).

Due to its chemical composition, as well as other species of the genus Allium,
onions have been attributed several therapeutic properties (Sohail et al., 2011; Suleria et

al., 2013; Fredotovic et al., 2017) and several studies prove that most of its biological
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activities (Kaur et al., 2009; Abdel-Salam et al., 2014; Razavi-Azarkhiavi et al., 2014;
Lee et al., 2015; Colina-Coca et al., 2017; Ma et al., 2018; Ouyang et al., 2018).

The therapeutic activity of Allium cepa against cancer is still little explored and
this property is attributed to the species, mainly due to the antiproliferative and pro-
apoptotic action of its phenolic and organosulfur compounds (Yang et al., 2004; Van Erk
et al., 2005; El-Aasr et al., 2010; Millet et al., 2012; Wang et al., 2012b; Fredotovic et al.,
2017; Manohar et al., 2017; Ravanbakhshian and Behbahani, 2017).

Fredotovic et al. (2017), when evaluating whether the methanolic extract of A//ium
cepa (100g/mL) had a cytotoxic effect on breast cancer (MDA-MB-231) and
glioblastoma (A1235) cell lines, found that the number of viable cells after being treated
with onion extracts for 4, 24, 48 and 72h reduced significantly (p<0.001); result similar
to that already found by Boivin et al. (2009) and Yang et al. (2004) who also demonstrated
a strong antiproliferative effect of Al/ium species on different cancer cell lineages, such
as human epithelial colorectal adenocarcinoma cells (Caco-2) and hepatocellular liver
carcinoma cells (HepG2).

These studies indicated that Allium cepa extracts do not impact the growth of
normal cells such as fibroblasts, which suggests that their antiproliferative activity is
selective against tumor cells; however, there is a lack of toxicity studies, mainly clinical,
which makes it difficult to determine safe doses for its use (Yang et al., 2004; Boivin et
al., 2009; Fredotovic et al., 2017).

It is worth mentioning that due to the unstable nature of the active organosulfur
compounds, the authors support the hypothesis that the mechanisms of anticancer action
of onion depend on factors such as the cultivar selected, the concentration of the extract,
and solvent used in the preparation, thus, different types of concentrations of bioactive
phytochemicals, may have several target molecules, which differentiates the signaling
pathways and the cancer cell lines susceptible to the species, resulting in effects at
different stages and physiological processes of carcinogenesis (Millet et al., 2012;
Nicastro et al., 2015). These data reinforce the need for validation studies to ensure the

safe and effective use of Allium cepa.

3.1.4 Aloe vera (L.) Burm. f.
Representing one of the more than 400 species of the Aloe genus, Aloe vera (L.)

Burm. f. (family Xanthorrhoeaceae) is native to South Africa and introduced by
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indigenous peoples in subtropical and dry tropical regions (Reynolds and Dweck, 1999;
Radha and Laxmipriya, 2015).

Aloe vera is characterized by being a xerophytic plant adapted to live in areas of
low water availability, as it has large tissue for water storage, with a content ranging
between 99 and 99.5% (Hamman, 2008). The remaining percentage is composed of water
and fat-soluble vitamins, minerals, enzymes, and polysaccharides, mainly mannose and
glucose chains, in addition to phenolic compounds and organic acids, with more than 75
different potentially active constituents being reported. (Cathcart and Stebbing, 2016).

For use, the plant can be separated into two main parts: gel and latex (extract).
Latex is obtained spontaneously after cutting the leaves and has a dark brown color, strong
odor, and bitter taste, being composed mainly of anthracene derivatives, especially aloins
(A and B), aloe-emodin, and emodin. The gel is found after the removal of the outermost
tissues of the leaves and is characterized by being a mucilaginous, viscous, and colorless
substance, consisting mainly of water (98%) and polysaccharides (WHO, 1999; Freitas
et al., 2014; Pathak and Sharma, 2017).

Over the years, numerous therapeutic properties have been attributed to Aloe vera
and several in vitro and in vivo studies prove its pharmacological potential (Gao et al.,
2018; Manirakiza et al., 2021). Regarding the possibility of therapeutic use in the
treatment of cancer, several in vitro studies have demonstrated the effectiveness of Aloe
vera and its compounds in inhibiting the proliferation or growth of tumors. This antitumor
activity is mainly related to aloins (A and B), aloe-emodin, and emodin present in the
species (Manirakiza et al., 2021).

Aloin, a natural compound that belongs to the class of anthraquinones, is one of
the main components of the Aloe vera species and is mentioned with remarkable
anticancer potential (Hamiza et al., 2014). One of the possible mechanisms of action
would be related to the anti-angiogenic capacity of aloin. An experiment carried out with
human umbilical cord endothelial cells showed that the substance was able to reduce the
cell viability and motility induced by vascular endothelial growth factor (VEGF), in this
way the antitumor action would occur, preventing the proliferation and migration of
cancer cells, since that VEGF 1is one of the most important pro-angiogenic cytokines
known and well characterized as an inducer of tumor neovascularization (Pan et al., 2013;
Manirakiza et al., 2021).

Another suggested mechanism would be the reduction of proliferation and

induction of cellular apoptosis by aloin, by blocking the activation of signal transducer
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and activator of transcription 3 (STAT3), verified in an in vitro test with human colorectal
cancer cells (SW620). This occurred because STAT3 is responsible for modulating the
transcription of responsive genes that encode apoptosis inhibitors, such as Bcl-xL and
Bcl-2, proliferation regulatory proteins, such as cyclin D1 and c-Myc, and angiogenesis
inducers, such as the aforementioned VEGF (Pan et al., 2013).

These results were confirmed by in vivo testing using human colorectal tumor
(SW620) xenografts in mice. After daily oral administration of aloin (20mg/kg body
weight) for 27 days, inhibition of tumor cell growth was observed (63%), with no signs
of acute toxicity, when compared to the control group. Immunohistochemical analysis
revealed anti-angiogenic activity with a reduction in the number of CD31-positive blood
vessels as well as an increase in apoptotic cells (Pan et al., 2013).

Another antiproliferative mechanism suggested for aloin was the induction of
apoptosis in vitro in human cervical carcinoma (HeLaS3) cells. The substance
demonstrated a significant antiproliferative effect (IC50 =40.5 ng/mL), causing cell cycle
arrest in the S phase and considerably increased apoptosis of HeLaS3 cells by 24%
(Ni¢iforovi¢ et al., 2007).

It is important to emphasize that aloin is known as a natural anthracycline and it
is known that drugs from the anthracycline class, such as doxorubicin, are used in the
treatment of various types of cancer, including breast, osteosarcoma, soft tissue cancer.,
lung, non-Hodgkin lymphomas, acute leukemias, ovarian cancer, and gastric cancer,
among others (Young et al., 1981; Esmat et al., 2006; Manirakiza et al., 2021).

Another substance present in Aloe vera, aloe-emodin has also been mentioned as
having an antiangiogenic effect. According to Kocik et al. (2014), oral administration of
150ul of Aloe vera gel in mice for 3 days after L-1 sarcoma cell engraftment significantly
decreased the number of newly formed blood vessels when compared to the control
group.

A review study by Manirakiza et al. (2021) revealed that aloe-emodin
demonstrates efficacy in inhibiting cell proliferation and inducing apoptosis in several
types of tumor cells by different mechanisms, such as induction of cell cycle arrest in the
G2/M phase and apoptosis in the colon and bladder cancer and nasopharyngeal, involving
activation of caspase-6 (Liu et al.,, 2012c), activation of the caspase-8-mediated
mitochondrial death pathway (Suboj et al., 2012a), and activation of p53, p21, Fas/APO-
1, BAX and caspase-3 (Lin and Uen, 2010), respectively. Inhibition of cell migration and

angiogenesis in colon cancer through negative regulation of matrix metalloproteinase
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(MMP-2/9) and VEGF (Suboj et al., 2012b). Suppression of metastasis in breast cancer
due to a decrease in cell invasiveness and migration (He et al., 2013). Induction of DNA
damage and apoptosis in lung cancer by the production of reactive oxygen species and by
the decrease in mRNA of DNA repair enzymes (Lee et al., 2006), among others.

Despite the proven therapeutic potential, including the suggested anticancer
activity, Aloe vera and its chemical constituents have also been shown to have worrying
toxicity and adverse effects. A review study by Guo and Mei (2016) reveals several
potentials for toxicity, as well as adverse effects for the different parts of use of the species
(leaf extract, gel, and latex).

The dry extract of 4loe vera leaves showed potential for acute toxicity in vitro and
in vivo, in Artemia salina and orally in mice (Logarto Parra et al., 2001) and
intraperitoneally, also in mice (Dhar et al., 1968).

In vivo study of subchronic toxicity, indicated that the powder of whole leaves of
Aloe vera in oral doses of 2 to 8 g/kg of body weight for 90 days, induced in rats (n=88)
increase of defecation, reduction of body weight, significantly increased relative kidney
weight, as well as increasing incidence of pigmentation in renal and mesenteric tubular
lymph nodes (Zhou et al., 2003)

Chronic reproductive toxicity was also observed after oral ingestion of 100 mg/kg
of Aloe vera extract per day for 3 months, manifested by significant sperm damage,
hematological changes, inflammation, and mortality compared to control animals (Shah
et al., 1989).

Other studies also demonstrate the potential for genotoxicity (Boudreau et al.,
2013; Guo et al., 2014) and carcinogenicity (Matsuda et al., 2008; Yokohira et al., 2009).

It is noteworthy that recently, Aloe vera whole leaf extract was classified by the
International Agency for Research on Cancer as a possible human carcinogen (Group 2B)
(Grosse et al., 2013).

Regarding adverse effects in humans, topical and oral use of Aloe vera can cause
skin irritation, urticaria, colic, and diarrhea (Steenkamp and Stewart, 2007), in addition
to these signs and symptoms, numerous cases of acute hepatitis have been reported after
consumption of products of the species (Rabe et al., 2005; Kanat et al., 2006; Bottenberg
et al., 2007; Curciarello et al., 2008; Yang et al., 2010; Lee et al., 2014b).

Aloe vera latex is mainly composed of anthraquinones, in addition to the
therapeutic pharmacological properties, the toxic and genotoxic potential of the species

are attributed to these substances. Several in vitro and in vivo assays have shown that, as
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with antitumor activity, the main mechanism of toxicity of these substances was the
induction of cellular apoptosis (Guo and Mei, 2016).

The cathartic action of Aloe vera latex has been known for a long time and has
been popularly used to relieve constipation, however, several clinical studies report
adverse effects resulting from prolonged latex ingestion, such as electrolyte imbalance
due to diarrhea, abdominal pain, vomiting, hypokalemia and colonic dilatation (Van
Gorkom et al., 1999; Cholongitas et al., 2005; Abendroth et al., 2009).

Finally, few studies report the toxic effects of Aloe vera gel, and the diversity of
results observed is justified due to differences in the composition of the gel, which is
directly influenced by a variety of factors, such as location, irrigation, harvest time and,

mainly, lack of standardization of the preparations used (Guo and Mei, 2016).

3.1.5 Annona muricata L.

A plant species belonging to the Annonaceae family, popularly known in Brazil
as soursop, it is native to tropical areas of North and South America and is widely
distributed in tropical and subtropical parts of the world (Moghadamtousi et al., 2014;
Formagio et al., 2015).

More than two hundred bioactive compounds have already been reported in
chemical evaluations of Annona muricata L., with a predominance of acetogenins,
followed by alkaloids and phenols (Bonneau et al., 2017; Coria-T¢llez et al., 2018).

Most chemical studies investigate the composition of leaves, bark, roots, seeds,
and fruits of the species, especially leave seeds, probably because they are the most
popularly used parts. These works showed, in addition to acetogenins, the presence of
flavonoids, tannins, coumarins, and terpenoids (Moghadamtousi et al., 2015). A recent
study demonstrates that the ethanolic extract of Annona muricata leaves, specifically its
fractions n-butanol and ethyl acetate, has a high concentration of polyphenols, such as
flavonoids and proanthocyanidins; also showing several antioxidant biomolecules such
as chlorogenic acid, rutin, (epi)catechin, procyanidins B2 and C1, quercetin-diglucoside
and quercetin-glucosyl-pentoside (Justino et al., 2018).

Ethnopharmacological studies report that Annona muricata leaves are popularly
used for various therapeutic purposes, especially in the treatment of cancer (Karou et al.,
2010; Santos et al., 2012; Liporacci and Simao, 2013; Macédo et al., 2013; Mishra et al.,
2013).
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Different authors have reported that the species has selective cytotoxic activity
(George et al., 2012), and is classified as such because some of the extracts studied in
vitro proved to be more toxic to cancer cell lines than to normal cells (Betancur-Galvis et
al., 1999; Dai et al., 2011; Valencia et al., 2011; George et al., 2012; Gavamukulya et al.,
2014).

As with other proven bioactivities, studies on the cytotoxic activity of Annona
muricata also demonstrate that the type of extract is a determining factor for the results
obtained (Nawwar et al., 2012; Torres et al., 2012; Coria-T¢éllez et al., 2018).

Ménan et al. (2006) reported that organic solvents (ethanol and pentane) produced
the most active extracts of Annona muricata against in vitro cultured cancer cells, with
activity shown to be 10 and 4.5 times greater, respectively, than the activity of the aqueous
extract under test. with A375 cell culture. According to Mohamad et al. (2015), the
hexane extract of the leaves of the species showed a higher content of flavonoids and also
a more effective inhibition of cell proliferation when compared to methanolic and
chloroform extracts.

Among the most tested tumor cell lines in vitro using Annona muricata extract,
the following can be highlighted: leukemia, pancreatic cancer, histiocytic lymphoma,
uterine cervical cancer, breast cancer, human bladder carcinoma, large cell lung
carcinoma, glioma; colon cancer, stomach cancer, and Ehrlich tumor, in addition to Raji
cells, immortalized human keratinocytes, normal human colon epithelial cells, human
benign prostate cells, and renal epithelial cells (Gavamukulya et al., 2017).

According to the National Cancer Institute (NCI, USA) and the protocol proposed
by Geran et al. (1972) plant extracts with IC50 values <20 pg/mL are considered highly
cytotoxic, between 21 and 200 pg/mL are moderately cytotoxic, between 201 and 500 are
weakly cytotoxic and with IC50 > 501 non-cytotoxic (Niksic et al., 2021). A study by
Osorio et al. (2007), with extracts from Annona muricata, leaves using ethyl acetate as
the solvent, showed inhibition of the U-937 cell line at a concentration of 7.8 ng/mL.

Pieme et al. (2014) and Moghadamtousi et al. (2015) proposed that the mechanism
of action of Annona muricata extract may be related to the disruption of the mitochondrial
membrane, stagnating cells in the GO/G1 phases of the cell cycle, and also to the induction
of apoptosis, suppressing the proliferation and migration of cancer cells.

Studies suggest that Annona muricata extracts induce apoptosis through reactive

oxygen species (ROS) and negative regulation of BCL-2 proteins, which have an anti-
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apoptotic function; a property also described for acetogenins (Asare et al., 2014; Pieme
et al., 2014).

Another event linked to the apoptosis mechanism is the caspase cascade. The
study reports that anomuricin, an acetogenin isolated from Annona muricata, caused
depletion of the mitochondrial membrane potential leading to the opening of
mitochondrial permeability transition pores and subsequent release of pro-apoptotic
proteins, such as cytochrome c, into the cytosol, resulting in the formation of the
apoptosome and on the activation of caspase 9 and caspase 3/7, which are linked to the
mitochondrial death pathway; Furthermore, anomuricin appears to down-regulate the
BCL-2 proteins and up-regulate the BAX protein, confirming its apoptosis induction
mechanism is mediated by the mitochondrial pathway (Chang and Wu, 2001).

Another mechanism is suggested by Torres et al. (2012), who demonstrated that
Annona muricata extracts suppressed the phosphorylation of key molecules involved in
pathways that play a crucial role in the proliferation and survival of pancreatic cancer
cells, in addition to inhibiting the expression of the glucose transporter and glycolytic
enzymes, which lead to reduced glucose uptake, decreasing ATP production by tumor
cells. In addition, a study developed by McLaughlin (2008) suggested that the selective
cytotoxicity of A. muricata is due to the increased ATP demand of cancer cells about
normal cells.

Some in vivo studies have also demonstrated the antitumor potential of the species,
such as the reduction of breast tumors in rats after treatment for 5 weeks with Annona
muricata fruit extract (Dai et al., 2011), antitumor and antimetastatic activity of
commercial capsules containing powdered aqueous extract of leaves and stems in
pancreatic tumor models in mice (Torres et al., 2012) and also therapeutic effects in the
treatment of mice with induced tumors, with a reduction in the average tumor volume in
the group treated with extract of Annona muricata leaves when compared to the untreated
group (Najmuddin et al., 2016).

Antitumor activities were also reported for two different acetogenins isolated from
Annona muricata, Ko et al. (2011) demonstrated that bullatacin at doses of 400 mg/kg
was able to reduce a 300-fold greater proportion of an induced tumor in rodents when
compared to the commercial drug Paclitaxel (taxol). Wang et al. (2002) tested annonacin
at doses of 10 mg/kg and found a reduction in induced tumor size in mice comparable to
the effect of the commercial drugs cisplatin and Adriamycin. Meanwhile, the study by

Yang et al. (2015) demonstrated that the crude extract of Annona muricata leaves caused
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2-fold greater in vivo inhibition of prostate cancer proliferation when compared to its
flavonoid-rich fraction, suggesting that the effectiveness of the crude extract is likely due
to a synergistic interaction between the flavonoids and acetogenins present in the species.

Acetogenins with antitumor and anticancer activity have already been investigated
in several in vitro assays, verifying their cytotoxic effects against more than 15 cancer
cell lines (Chang and Wu, 2001; Liaw et al., 2002; Quispe et al., 2006; Alonso- Castro et
al., 2011; Ko et al., 2011; Torres et al., 2012; Coria-T¢llez et al., 2018). According to
Moghadamtousi et al. (2015), isolated acetogenins demonstrate selective cytotoxic
activity.

In addition to the experimental trials, there is described in the literature a case
report which a 66-year-old woman diagnosed with metastatic breast cancer whose
metastases progressed even after several chemotherapy sessions, including the use of
anthracyclines and taxanes. The patient self-medicated by consuming orally a daily dose
of approximately 30 mL of aqueous extract obtained after boiling 10 to 12 dry leaves of
Annona muricata in water for 5-7 minutes. According to the report, tumor markers
showed that the patient with breast cancer remained stable and had no side effects for 5
years when she used soursop combined with the commercial drug Xeloda (Hansra et al.,
2014).

Although there is a constant expansion of knowledge about the pathways and
networks that control signaling, proliferation, metastasis, and cell death, which allow an
increasingly directed exploration in the research and development of substances to be
used in the treatment of cancer, there is currently no an approach with real goals in the
evaluation of components derived from Annona muricata for this therapeutic objective.
A more rigorous evaluation is still necessary, encompassing the different parts of the
plant, its different extracts, and also its isolated bioactive compounds (Rady et al., 2018).

Although numerous in vitro and pre-clinical in vivo studies reinforce the
traditional use of Annona muricata for the treatment of cancer, it is essential to carry out
clinical trials in humans. Some of the more than 200 chemical compounds already
identified in soursop, including main acetogenins, alkaloids, and polyphenols, although
they have proven promising pharmacological activities, have also demonstrated toxic
potential in vitro and in vivo, which reinforces the need for studies to determine safe doses
for its use in humans without inducing toxicity. In addition, there is a need for

standardization in obtaining derivatives of the species, since studies indicate that there is
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variation in the chemical composition in the anticancer properties according to the

geographic source of Annona muricata (Najmuddin et al., 2016).

3.2 Adverse events and drug interactions

Validation studies must be based on the investigation of the therapeutic efficacy
of plant extracts and their derived preparations for the treatment of cancer, but must also
guarantee safety parameters for their use. In addition to the possible toxic effects resulting
from intrinsic and extrinsic factors linked to the plant products used, it is important to
highlight that different classes of drugs are used in the oncology clinic, either in the
treatment directed to the pathology itself, such as anticancer drugs, or as adjuvants in an
attempt to relieve symptoms related to the adverse effects of therapy, or those that act on
other pre-existing comorbidities.

In this scenario, it can be verified that the mentioned plant species of popular use
in the treatment of cancer in the analyzed studies, as well as the classes of secondary
metabolites present in them, already have data in the literature that indicate the potential
for drug interactions, except the species Allium cepa (Table 2).

To alert to the risks associated with the popular use of plants for any therapeutic
purpose, especially in the alternative or complementary treatment of cancer, it is worth
mentioning that the chance of drug interactions in cancer patients grows significantly due
to the polypharmacy to which they are submitted, being necessary effective actions of
Pharmacovigilance in Phytotherapy, as tools in health education and promotion of the

safe and rational use of plants and their derived products.
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Drug interactions attributed to plant species popularly used in the treatment of cancer,
referred to in inventoried ethnopharmacological studies, 2000 to 2020.

Zingiber officinale Roscoe

interaction with acetylsalicylic acid, warfarin, heparin,
clopidogrel, ibuprofen, naproxen, or other drugs that
have anticoagulant action (WHO, 1999; Abebe, 2002;
Nicoletti et al., 2007; Ali et al., 2008; Cardoso et al.,
2009; Nicoletti et al., 2010; Dias et al.,, 2017);
gastroprotective drugs (WHO, 1999; Nicoletti et al.,
2007; Nicoletti et al., 2010); drugs that alter heart
contraction such as beta-blockers, digoxin, and other
drugs for heart problems (Nicoletti et al., 2007; Nicoletti
et al., 2010; Carneiro and Comarella, 2016)

Allium sativum L.

interaction with antiplatelet agents and oral
anticoagulants such as warfarin (WHO, 1999; Abebe,
2002; Basila and Yuan, 2005; Nicoletti et al., 2007;
Nicoletti et al., 2010; Nutescu et al., 2011; OIPM;
2022); hypoglycemic drugs such as insulin and glipizide
(Nicoletti et al., 2007; Nicoletti et al., 2010);
antiretroviral drugs such as saquinavir (used in the
treatment of HIV infection) (Nicoletti et al., 2007;
Nicoletti et al., 2010); drugs metabolized by the P450
enzyme system as chemotherapy (cytarabine and
fludarabine) (Nicoletti et al., 2007; Nicoletti et al., 2010;
OIPM; 2022).

Aloe vera (L.) Burm. f.

interaction with antiarrhythmic drugs (Felten et al.,
2015); antiretroviral drugs such as zidovudine (Sales et
al., 2008; Posadzki et al., 2012); laxatives and diuretics
(WHO, 1999; Posadzki et al., 2012; Felten et al., 2015;
OIPM, 2022)

Annona muricata L.

interaction with antihypertensives (Taylor, 2013); drugs
that alter cardiac contraction (Taylor, 2013; Paixao et
al., 2016); drugs that inhibit the enzyme monoamine
oxidase (MAO) (Taylor, 2013); interaction with
antineoplastic drugs that are substrates of P-
glycoprotein, such as paclitaxel (Paixdo et al., 2016;
Ramos-Esquivel et al., 2017)

4. Conclusion

Knowledge about the popular use of medicinal plants in the treatment of cancer is

one of the most effective tools in the selection of potential species to be submitted to

validation studies for new antineoplastic products since preclinical evaluations have

confirmed the potential cytotoxic activity on tumor cells of the selected plant species.
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Despite the promising preliminary results, there was especially a need for more
toxicity studies and a lack of continuity in the Research and Development of new
therapeutic resources.

It is also important to note that even with the potential for toxic effects and drug
interactions, there is a lack of educational measures to minimize health risks for patients,

as these plant species continue to be used indiscriminately throughout the world.
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Resumo

O cancer representa a segunda maior causa de mortes no mundo e na busca por novas
perspectivas terapéuticas eficazes e menos prejudiciais, a utilizacdo de produtos naturais de
origem vegetal merece destaque. Nesse sentido, os estudos etnofarmacoldgicos investigam as
espécies vegetais utilizadas terapeuticamente pela populacdo, representando importante
ferramenta na busca de matéria prima para desenvolvimento de bioprodutos alternativos e/ou
complementares; possibilitando, ainda, identificar uso popular irracional de plantas para fins
medicinais. Assim, esse estudo teve por objetivo realizar pesquisa etnofarmacologica para
caracterizacao do uso popular de espécies vegetais para o tratamento de cancer no municipio
de Sdo Luis, Maranhdo, Brasil. De junho a dezembro de 2019 foram entrevistados 227 pacientes
de estabelecimentos de saude especializados em tratamento de cancer localizados na zona
urbana de Sdo Luis, por meio de questionarios estruturados e semiestruturados com foco na
abordagem etnofarmacologica de espécies vegetais com potencial antineoplasico. Os dados
foram analisados e validados mediante informagdes disponibilizadas em literatura cientifica
especializada. Os resultados demostraram alta prevaléncia na utilizagdo de plantas para
tratamento do cancer pela populagdo estudada (62,11%). Foram citadas 35 diferentes espécies,
com destaque em ordem decrescente de citagdes para Amnona muricata L. (graviola),
Kalanchoe daigremontiana (Raym.-Hamet & Perrier) A. Berger (aranto), Senna alexandrina
Mill. (sene), Morinda citrifolia L. (noni) e Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants.
(mastruz). Embora com estudos que comprovem atividade bioldgica, essas espécies nao
possuem parametros clinicos padronizados que garantam o uso de forma segura e racional;
demonstrando a necessidade e importancia de estudos de validacdo e de determinagdo de
evidéncias clinicas dos efeitos dessas plantas nos seus usudrios. Desse modo, nossos resultados
mostram como a etnofarmacologia ¢ uma ferramenta imprescindivel, tanto na selecdo de
espécies vegetais para estudos de validagdo, como na identificacdo de riscos e perigos
associados ao uso terapéutico popular de plantas sem eficicia e seguranca comprovados
cientificamente; e, assim, subsidiando agdes da Farmacovigilancia em Fitoterapia.

Palavras-chave: Etnofarmacologia, estudos de validagdo, Farmacovigilancia.
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Introducao

O cancer ¢ identificado como a segunda maior causa de mortes no mundo e de acordo
com estatisticas recentes foi responsavel por cerca de 10 milhdes de mortes no ano 2020
(FERLAY, 2021; WHO, 2022). Diversos mecanismos controlam o equilibrio entre proliferagao
e morte das células no desenvolvimento da vida animal, entretanto alteracdes e mutagoes
genéticas sdo capazes de afetar tais mecanismos, o que pode progressivamente transformar
células normais em células neoplasicas (HEDVAT et al., 2012; LOPES et al., 2013; AMARAL
et al., 2019). Essas células ndo respondem aos mecanismos de equilibrio do organismo, ja que
possuem capacidade de crescer de forma descontrolada e desorganizada, desencadeando a
formagao dos chamados tumores, que podem ser malignos ou ndo. Quando ha presenca de
malignidade, desencadeiam o que chamamos de cancer (PALUMBO et al., 2013; ALVAREZ
etal., 2021).

Atualmente hé disponivel um extenso arsenal terapéutico para combater essa patologia,
que envolve tanto o tratamento local, como no caso de cirurgias ou radioterapia, como o
tratamento sistémico, a partir do uso de antiangiogénicos, da quimioterapia, imunoterapia e
hormonioterapia (GE et al., 2017). Mas, apesar desses recursos, na maioria das vezes, serem
eficazes em destruir células tumorais, a falta de especificidade para estas células e células
normais, confere certa limitagdo a sua utilizacao, além de, frequentemente provocarem eventos
adversos ao paciente em tratamento, como: vOmitos, nduseas, diarreia, alopecia e baixa
imunidade (COSTA et al., 2015; AMARAL et al., 2019).

Na busca por novas perspectivas terapéuticas eficazes e menos prejudiciais ao paciente
no combate ao cancer, a utilizagdo de produtos naturais de origem vegetal tem papel de
destaque, visto que a Fitoterapia representa pratica estimulada pela Organizagdo Mundial de
Satde (OMS) e valorizada por grande parte da populagdo, dada tradicionalidade do uso
(NASCIMENTO JUNIOR et al., 2016; AMARAL et al., 2019); bem como a comprovagao que
componentes quimicos farmacologicamente ativos de espécies vegetais possuem estudos
avangados e agcdao comprovada na terapéutica antitumoral, como os conhecidos paclitaxel,
cabazitaxel, vimblastina, e vincristina (SHARIFI-RAD et al., 2019).

Diante desse cenario, os estudos etnofarmacoldgicos, que investigam 0s recursos
naturais utilizados terapeuticamente pela populacdo demonstram ser uma importante

ferramenta na selecao de espécies vegetais para desenvolvimento de estudos de validacio, bem
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como, possibilitam identificar riscos e perigos associados ao uso medicinal popular de plantas
(ALBUQUERQUE et al., 2010; ALBUQUERQUIE et al., 2014; LIMA et al., 2020).

Nesse sentido, este estudo tem como objetivo realizar levantamento etnofarmacolégico
para identificar espécies vegetais, empregadas no tratamento do cancer em Sao Luis, Maranhio,
Brasil, na perspectiva de obtencao de novos bioprodutos alternativos e/ou complementares na
terapéutica anticancerigena; bem como contribuir efetivamente no uso racional de plantas para

fins terapéuticos e nas acgoes efetivas de Farmacovigilancia em Fitoterapia.

Materiais e métodos

Area de estudo
A coleta de dados etnofarmacologicos foi desenvolvida em estabelecimentos publicos
com servigo especializado (ambulatorial e internagdo) para tratamento do cancer na regiao

metropolitana da cidade de Sao Luis (2°30' S; 44°16' O), capital do estado do Maranhao.

Amostra

Foi empregada amostra ndo probabilistica de conveniéncia, sendo selecionados
individuos (>18 anos), homens e mulheres, com tratamento superior a 02 (dois) meses em
atendimento nos estabelecimentos de satude selecionados, que apresentassem condigdes clinicas
seguras para participacao no estudo. Fundamentado em estudos etnodirigidos locais (NEIVA
et al., 2014; VIEIRA et al., 2014; GODINHO, 2017; FERREIRA, 2018) foi considerada
prevaléncia de 30% do uso de plantas, erro de 5% e intervalo de confiangca de 90% para
delineamento do tamanho amostral. Foram excluidos pacientes portadores de deficiéncia
mental ou com qualquer comprometimento no nivel de consciéncia, que impossibilitasse
resposta clara e objetiva. Os individuos que concordaram em participar foram esclarecidos do

objeto do estudo e tiveram que assinar Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Coleta dos dados etnofarmacologicos

De junho a dezembro de 2019 foram realizadas entrevistas estruturadas e
semiestruturadas contendo perguntas com foco no uso popular medicinal de plantas pelos
entrevistados para tratamento de cancer. Aos entrevistados que referiram o conhecimento e uso

medicinal de plantas, foram avaliadas como variaveis: a percepg¢ao pessoal da doenga, nome(s)
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da(s) planta(s), a(s) forma(s) de preparacao(des), a(s) parte(s) utilizada(s), forma(s) e local(is)
de obten¢do, origem da informag¢do, cuidados na guarda e conservacdo da preparagdo,
conhecimento sobre possiveis efeitos colaterais e contraindicacdo; além dos dados socio-

econdmicos para caracterizacao dos entrevistados.

Coleta das espécies vegetais e identificagdo botanica

Para aquisicdo do material botanico foram selecionados participantes, denominados de
informantes-chave (entrevistados selecionados na amostra em estudo por demonstrarem
conhecimento da flora local, experiéncia e tradi¢do no uso de plantas com fins medicinais), e
que em pleno acordo, participaram das excursdes a campo para coleta, incluindo paisagens da
zona urbana (parques, pragas, quintais e hortas) e zona rural e/ou foi realizada aquisi¢do por
compra.

Espécies vegetais referidas de uso medicinal pelos entrevistados que ndo foram
possiveis de coleta em area de ocorréncia natural ou cultivo controlado, foram adquiridas, por
compra, no comércio local (farmécias, drogarias e/ou estabelecimentos de venda de produtos
naturais); para as espécies disponiveis para coleta, foram realizadas coletas pela equipe,
priorizando a obtengdo de partes vegetativas e reprodutivas das espécies vegetais indicadas, em
obediéncia as normas de coleta estabelecidas na literatura especializada (PEIXOTO; MAIA,
2013), preparadas exsicatas e enviadas ao Herbario do Maranhao da Universidade Federal do
Maranhao (UFMA), Sao Luis, Maranhao, para identificacao botanica, onde estao registradas.

A nomenclatura cientifica foi aferida de acordo com os bancos de dados da Lista de
Espécies da Flora do Brasil, The Plant List e Tropics, utilizando o sistema de classificagao
Cronquist. As amostras adquiridas por compra foram identificadas através de comparacao com

as descrigdes existentes em compéndios oficiais (DUTRA, 2011; BRASIL, 2019).

Analise de dados

Os dados etnofarmacologicos foram formatados e analisados com o programa estatistico
Stata 12.0 para Windows (Texas, USA), com analise descritiva das variaveis e emprego de
técnicas para dados em pesquisa etnodirigida adequadas a esse tipo de estudo: Frequéncia
Relativa de Citacao (FRC), obtida a partir da razdo: FRC = FC/N, onde (FC) representa o
numero de informantes que mencionaram o uso da espécie e (N) € o nimero total de informantes

do estudo (TARDIO; PARDO-DE-SANTAYANA, 2008); Valor de Importancia (IVs), mede a
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propor¢ao de informantes que citaram uma espécie como mais importante, com valores que
variam de 0 a 1, apresentado por Byg e Baslev (2001), conforme a seguinte formula [Vs = nis/n,
onde:(nis) ¢ o numero de informantes e, o Valor de Consenso de Uso (UCs), que mede o grau
de concordancia entre os informantes com relagcdo a uma espécie ser util ou ndo, os valor variam
entre -1 e 1 e ¢ dado através da formula: UCs = 2n¢/n-1, onde (ns) corresponde ao nimero de
pessoas que citaram o uso da espécie (s) (BYG; BASLEV, 2001).

A partir da andlise dos dados obtidos na pesquisa de campo e com a identificagdo
botanica das espécies mais frequentemente referidas pelos entrevistados, foi realizado
levantamento nas bases de dados PUBMED, Google Scholar, Scielo, Biological Abstracts,
Chemical Abstracts, Medline, Lilacs, ScienceDirect € Web of Science; bem como monografias,
dissertacdes e teses, com énfase nas pesquisas nas areas de Etnobotanica, Etnofarmacologia,
Quimica, Farmacologia e Toxicologia. Assim, o emprego das espécies vegetais utilizadas para
tratamento do cancer, que obtiveram maiores valores nos indices de pesquisa
etnofarmacoldgica nesse estudo, foi confrontado e comparado aos dados registrados na
literatura especializada; com andlise da concordancia do uso terapéutico popular referido pela
populagdo aos demais trabalhos etnobotanicos e etnofarmacoldgicos, o emprego de espécies

vegetais potencialmente toxicas, entre outros.

Aspectos éticos
O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa da Universidade Federal do

Maranhao com parecer n° 3.023.474.

Resultados e discussao

Pesquisa etnofarmacologica

Este estudo contou com a participagdo de 227 (duzentos e vinte e sete) individuos,
constatando prevaléncia de 78,41% no uso de plantas para fins medicinais e 62,11% no uso
medicinal popular de plantas para tratamento de cancer.

O elevado indice de uso de plantas com fins medicinais, corrobora com estudos
nacionais e internacionais que demonstram ampla utilizacdo de espécies vegetais em areas
urbanas (NEIVA et al., 2014; WINTOLA et al., 2017; RAMOS; DAMASCENA, 2018;
VIRGINIO et al., 2018; WELZ et al., 2018; CASTRO; FIGUEIREDO, 2019; ABUBAKAR et
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al., 2020; LUO et al., 2020). Isso, porque, mesmo com a tendéncia atual de consumo de
produtos industrializados pelas populag¢des urbanas, o uso de plantas para fins medicinais ainda
se destaca tanto em paises desenvolvidos como naqueles em desenvolvimento, por diferentes
classes sociais (SIMOES et al., 2017).

A maioria dos entrevistados que referiu a utilizagao de plantas para tratamento de cancer
¢ do sexo feminino (64,53%), na faixa etdria acima de 57 anos (50,35%), com nivel de
escolaridade de ensino médio completo (51,06%) e tem renda média entre 2 ¢ 4 mil reais
(51,06%).

Quando questionados em relagcdo a fonte de informacgdo sobre o uso de plantas para
tratamento do cancer, predominou a informacdo obtida de familiares e amigos (87,23%),
seguida dos meios de comunicacdo (9,21%) e profissionais de saude (5,67 %). Em relagdo ao
local de aquisi¢do da espécie vegetal, predominaram mercados e feiras livres (49,64%),
seguidos de quintal/horta caseira (46,8%).

E preocupante o fato de que, mesmo com nivel de escolaridade elevado e amplo acesso
a informacgdes confidveis, a populacdo mantenha a pratica da automedicacdo para os mais
diversos tipos de patologias, utilizando de recursos terapéuticos alternativos de forma
indiscriminada (BORGES; OLIVEIRA, 2015; CORREIA et al., 2019). O uso de plantas com
fins medicinais € visto como uma terapia de baixo custo e facil acesso, sendo constantemente
considerada como primeira escolha no tratamento de enfermidades de todos os tipos, inclusive
no combate ao cancer (LIMA et al., 2015; SILVA et al., 2015).

Para utilizagdo adequada de espécies vegetais como recurso terapéutico € indispensavel
o conhecimento, principalmente, da espécie da planta, sua indicagdo, a forma adequada de
preparo, a dosagem, e os efeitos adversos. A falta de uma dessas informagdes e o consumo
durante um tratamento convencional, sem aviso ou consentimento aos profissionais de saude,
sao alguns dos aspectos preocupantes da automedicagado, sobretudo diante dos riscos oferecidos
por possiveis efeitos adversos e interagdes medicamentosas (SILVA et al., 2017).

Ainda nesse contexto, destaca-se que apesar da importincia dos estudos
etnofarmacoldgicos no sentido de preservar o conhecimento popular das atividades curativas
atribuidas as plantas, deve-se ressaltar que na maioria das vezes as atividades farmacoldgicas
das espécies vegetais ndo possuem comprovacao cientifica, com auséncia de estudos clinicos
que garantam sua eficacia, representando perigo a satide do usuéario (PEREIRA NETO et al.,

2016; OLIVEIRA et al. 2018). Desse modo, os profissionais de satide capacitados e habilitados
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em Fitoterapia sdo imprescindiveis para garantia da Assisténcia a Satde, com atuagdo
qualificada para orientagdes principalmente sobre a indicagdo e o modo de uso de espécies
vegetais e seus derivados (COUTINHO et al., 2020); necessidade essa que merece
compromisso das institui¢des de ensino superior e das autoridades de gestdo em satde no
empenho para capacitacdo em nivel de graduacdo e pos-graduacao.

Em relagcdo ao nivel de satisfacdo do uso de espécies vegetais para o tratamento de
cancer, a maioria dos entrevistados relata ter percebido 6timo efeito (66,6%), seguido de bom
(28,36%) e nenhum efeito (9,21%); com frequéncia de emprego da preparacdo predominando
uso 02 (duas) vezes ao dia (40,42%), por até 06 (seis) meses (60,28%).

Quando questionado quanto ao conhecimento sobre toxicidade, perigos ou riscos no
emprego da espécie vegetal para o tratamento de cancer, 80,14% dos entrevistados referiram
desconhecimento sobre perigos na utiliza¢do das plantas.

Mais um vez, um estudo etnofarmacoldgico comprova que a maior parte da populagao
desconhece riscos e perigos associados ao uso indiscriminado de plantas como recurso
terapéutico (VIEIRA et al., 2014; MARTINS; GARLET, 2016; SILVA et al., 2017; LIMA et
al., 2020), reforcando a falta de seguranca na utilizacdo irracional de espécies vegetais, visto
que diferentes perigos podem estar associados, tanto os relacionados as caracteristicas
intrinsecas de cada espécie, como por exemplo a presenga de substincias toxicas em sua
composi¢ao, quanto as extrinsecas como falta de qualidade do material ou forma de preparo e
dosagens inadequados (SILVA et al., 2017).

As espécies foram referidas por nome vernacular, constatando-se, que alguns dos
entrevistados atribuiram o emprego e o conhecimento para tratamento do cancer a mais de uma
espécie vegetal, o que pode retratar a amplitude de apropriacao do conhecimento tradicional na
populagdo em estudo. Foram citadas 35 diferentes espécies, com destaque para Annona
muricata L. (graviola), Kalanchoe daigremontiana (Raym.-Hamet & Perrier) A. Berger
(aranto), Senna alexandrina Mill. (sene), Morinda citrifolia L. (noni) e Dysphania
ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants (mastruz) (Tabela 1). A respeito do modo de
preparagdo das plantas para utilizacao, a maioria dos entrevistados referiu o consumo em forma

de chas (76,59%) e sucos (21,98%).



Tabela 1. Espécies vegetais empregadas para tratamento de cancer citadas pelos usudrios selecionados dos servicos de satde publicos para

tratamento do cancer em Sao Luis, Maranhdo, Brasil, ordenadas por nimero de citagdes.

Familia

Nome botianico Nome popular Parte usada Modo de preparacio N° de citacoes

Annonaceae Annona muricata L. graviola folha/fruto cha/suco 45

Crassulaceae (Ra}ﬁ.lflg;ﬁlo; fggﬁ? Zc.l]’;{clrger aranto folha cha/suco 32

Fabaceae Senna alexandrina Mill. sene folha cha 14

Rubiaceae Morinda citrifolia L. noni fruto suco 13

Amaranthaceae Dy %:;;ﬁiﬁ’frgfgjﬁ;h mastruz folha/fruto cha/suco 12
Malvaceae Abelmoschus esculentus L. Moench quiabo fruto suco 3
Xanthorrhoeaceae Aloe vera (L.) Burm. f. babosa folha cha/suco 3
Asteraceae Matricaria chamomilla L. camomila folha cha 3
Apocynaceae Himatanthus drasticus (Mart.) Plumel janauba folha ché/suco 3
Bignoniaceae Tabebuia impetiginosa (Mart.) Standl ip€ roxo folha cha 3
Cucurbitaceae Luffa operculata (L.) Cogn cabacinha folha/fruto cha/suco 2
Anacardiaceae Schinus terebinthifolius Raddi aroeira folha cha 2
Rutaceae Citrus limon (L.) Osbeck limao folha cha 2
Crassulaceae Bryophyllum calycinum Salisb. santa quitéria folha cha 2
NI NI garrafada NI suco 2
Bignoniaceae Arrabidaea chica Verlot pariri folha cha 2
Arecaceae Attalea speciosa Mart. ex. Spreng. babagu fruto mingau 2
Lamiaceae Plectranthus barbatus Andrews boldo folha cha 1

NI: nao informado



Tabela 1. Espécies vegetais empregadas para tratamento de cancer citadas pelos usudrios selecionados dos servicos de satde publicos para

tratamento do cancer em Sao Luis, Maranhao, Brasil, ordenadas por nimero de citagdes. (cont.)

Familia Nome botéanico Nome popular Parte usada Modos de preparacao N° de citacoes
Phyllanthaceae Phyllanthus niruri L. quebra pedra folha cha 1
Lamiaceae Ocimum basilicum L. alfavaca folha cha 1
Lythraceae Punica granatum L. roma fruto suco 1
Brassicaceae Brassica oleracea L. couve folha cha 1
Fabaceae Caesalpinia bonducella (L.) olho de gato folha cha 1
Malvaceae Plectranthus amboinicus (L.) Spreng malva-do-reino folha cha 1
Apiaceae Pimpinella anisum L. erva-doce folha cha 1
Verbenaceae Lippia alba (Mill) N. E. Brown. erva-cidreira folha cha 1
Rutaceae Citrus sinensis (L.) Osbeck. laranja fruto cha 1
Solanaceae Solanum melongena L. berinjela fruto suco 1
Amaryllidaceae Allium sativum L. alho bulbo in natura 1
Dilleniaceae Davilla rugosa Poiret. cip6 de condoé raiz cha 1
Asteraceae \];gnggzn;%ﬁ%’;g; dente-de-ledo folha cha 1
Zingiberaceae Zingiber officinale Roscoe. gengibre raiz macerado 1
Asteraceae Artemisia absinthium L losna folha cha 1
Celastraceae Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek espinheira-santa folha cha 1
Moraceae Morus rubra L. amora folha cha 1

NI: nao informado
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A Tabela 2 apresenta a distribuicdo das espécies vegetais referidas pelos entrevistados
selecionados por nome botanico, Frequéncia Relativa de Citagcdo (FRC), Valor de Importancia
(IVs) e Valor de Consenso de Uso (UCs).

Tabela 2. Relacdo das espécies vegetais empregadas terapeuticamente pelos usuarios
selecionados nos servigos de saude publicos para tratamento do cdncer em Sao Luis, Maranhao,
Brasil, distribuidas por nome botanico, Frequéncia Relativa de Citacdo (FRC), Valor de
Importancia (IVs) e Valor de Consenso de Uso (UCs)

Frequéncia Valor de Valor de
Nome boténico relativa de importancia Consenso de

citacdo (FRC) (IVs) Uso (UCs)
Annona muricata L. 0,31915 0,29787 0,64286
(Raym.Hames & bomien A-Berger 022695 021986 045714
Senna alexandrina Mill. 0,09929 0,09220 0,20000
Morinda citrifolia L. 0,09220 0,09220 0,18571
Dyﬁé’;‘;";ﬁﬁ”{éﬁ’géﬁﬁﬁ' 0,08511 0,07801 0,17143
Abelmoschus esculentus L. Moench 0,02128 0,02128 0,04286
Aloe vera (L.) Burm. f. 0,02128 0,02128 0,04286
Matricaria chamomilla L. 0,02128 0,01418 0,04286
H’m“"’”th"‘;lﬂﬁz’“"s (Mart.) 0,02128 0,02128 0,04286
Tabebuia impetiginosa (Mart.) Standl 0,02128 0,00000 0,04286
Luffa operculata (L.) Cogn 0,01418 0,01418 0,02857
Schinus terebinthifolius Raddi 0,01418 0,00709 0,02857
Citrus limon (L.) Osbeck 0,01418 0,00709 0,02857
Bryophyllum calycinum Salisb. 0,01418 0,01418 0,02857
NI 0,01418 0,01418 0,02857
Arrabidaea chica Verlot 0,01418 0,00709 0,02857
Attalea speciosa Mart. ex. Spreng. 0,01418 0,01418 0,02857
Plectranthus barbatus Andrews 0,00709 0,00709 0,01429
Phyllanthus niruri L. 0,00709 0,00709 0,01429
Ocimum basilicum L. 0,00709 0,00709 0,01429
Punica granatum L. 0,00709 0,00709 0,01429
Brassica oleracea L. 0,00709 0,00000 0,01429
Caesalpinia bonducella (L.) 0,00709 0,00709 0,01429
Plectranthus amboinicus (L.) Spreng 0,00709 0,00000 0,01429
Pimpinella anisum L. 0,00709 0,00709 0,01429
Lippia alba (Mill) N. E. Brown. 0,00709 0,00709 0,01429

NI: ndo informado
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Tabela 2. Relacdo das espécies vegetais empregadas terapeuticamente pelos usuarios
selecionados nos servigos de satide publicos para tratamento do cancer em Sao Luis, Maranhao,
Brasil, distribuidas por nome botanico, parte usada, Frequéncia Relativa de Citagdo (FRC),
Valor de Importancia (IVs) e Valor de Consenso de Uso (UCs) (cont.)

Frequéncia Valor de Valor de
Nome boténico relativa de importancia Consenso de

citacdo (FRC) (IVs) Uso (UCs)
Citrus sinensis (L.) Osbeck. 0,00709 0,00709 0,01429
Solanum melongena L. 0,00709 0,00709 0,01429
Allium sativum L. 0,00709 0,00709 0,01429
Davilla rugosa Poiret. 0,00709 0,00709 0,01429
%ﬁﬁifii"%ﬁﬁ%'fgf 0,00709 0,00000 0,01429
Zingiber officinale Roscoe. 0,00709 0,00000 0,01429
Artemisia absinthium L 0,00709 0,00709 0,01429
Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek 0,00709 0,00000 0,01429
Morus rubra L. 0,00709 0,00709 0,01429

NI: ndo informado

Além do maior nimero de citagdes (tabela 1), as espécies Annona muricata, Kalanchoe
daigremontiana, Senna alexandrina, Morinda citrifolia e Dysphania ambrosioides demonstram
sua representatividade no uso do tratamento do cancer para a populacdo em estudo, visto que
obtiveram também os maiores indices nos calculos de Valor de Importancia (IVs) e Valor de
Consenso de Uso (UCs) (tabela 2), que medem o grau de concordancia entre os informantes
para a importancia e utilidade de cada espécie, respectivamente.

Apesar da ampla frequéncia, indices de Valor de Importancia (IVs) e Valor de Consenso
de Uso de algumas espécies vegetais, deve ser enfatizado que o uso popular tradicional nao
garante a uma espécie vegetal a acdo farmacologica empiricamente atribuida; para tal
comprovagado sdo necessarios estudos cientificos, com delineamento experimental robusto, que
avaliem seus constituintes quimicos ativos e suas atividades biologicas. E mesmo que
avaliacdes quimicas e biologicas pré-clinicas in vitro e in vivo fornecam evidéncias que
comprovem a acgdo terapéutica, a garantia de eficdcia e seguranga no tratamento de seres
humano ainda ¢ limitada, dada a escassez de ensaios clinicos. Isso pode ser constatado pelos
Mapas de Evidéncias (Efetividade Clinica das Plantas Medicinais Brasileiras) publicados pelo

Consorcio Académico Brasileiro de Satude Integrativa (CABSIN) e o Centro Latino-Americano
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e do Caribe de Informacdo em Ciéncias da Satide da Organizacdo Pan-Americana da Satde
(BIREME/OPAS/OMS) (BVS/MTCI, 2020).

Ainda na avaliagcdo do uso empirico de plantas no tratamento do cancer, vale enfatizar
os riscos do emprego de espécies vegetais dadas as evidéncias de possiveis interagdes
medicamentosas com quimioterapicos ja usualmente empregados como padrao ouro. Uma das
consequéncias dessa interagdo seria alteragdo nas concentragdes dos medicamentos no
organismo, um problema bastante indesejavel, principalmente, com agentes quimioterapicos
que sdo dosados préximos aos seus niveis maximos toleraveis. Outro efeito possivel, seria o
aumento na depuragdo do farmaco citotdxico, provocando uma exposi¢ao subterapéutica ou
aumentando as chances de desenvolvimento de resisténcia do tumor, interferindo diretamente
no sucesso da terapia (FASINU; RAPP, 2019).

Assim, a caracteriza¢ao do uso inadequado popular de plantas no tratamento do cancer,
deve alertar para a conscientizacdo do pleno exercicio da Farmacovigilancia em Fitoterapia;
exigencia essa ja enfatizada por mais de uma década, em estudo de Silveira et al. (2008) quando

o problema ja era emergente; mas ainda incipiente no pais e no mundo.

Potencial de atividade antitumoral das espécies vegetais

A espécie mais citada pelos entrevistados foi Annona muricata (familia Annonaceae),
conhecida popularmente como graviola. Estudos tém relatado que além de possuir uma potente
atividade citotoxica, esse efeito pode ser classificado como seletivo (GEORGE et al., 2012);
pois estudos in vitro com extratos demostraram ser mais toxicos para as linhagens de células
tumorais do que as células normais (GEORGE et al., 2012; GAVAMUKULYA et al., 2014;
CORIA-TELLEZ et al., 2018).

Entre as linhagens celulares tumorais alvo de testes in vitro com extratos de Annona
muricata sdo destacadas as de cancer de mama, cancer cervical uterino, cancer de célon, cancer
de estomago, cancer pancredtico, leucemias e tumor de Ehrlich (GAVAMUKULYA et al.,
2017).

Diante dos resultados positivos em teste de avaliagdo de atividade tumoral, alguns
mecanismos foram propostos para justificar tal acdo farmacologica. Um deles estaria
relacionado a capacidade de Annona muricata causar ruptura da membrana mitocondrial
estagnando as células nas fases Go/G1 do ciclo celular, suprimindo a proliferagao e migracao de

células cancerosas (PIEME et al., 2014; MOGHADAMTOUSI et al., 2015). Outro mecanismo
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sugerido ¢ inducdo de apoptose, via producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) ou
regulagdo negativa de proteinas BCL-2, que possuem funcdo anti-apoptdtica, um mecanismo
também descrito para acetogeninas isoladas (ASARE et al., 2014; PIEME et al., 2014). Outra
via de inducao de apoptose esta ligada a cascata de caspases, como refere estudo de Chang; Wu
(2001) demonstrando que anomuricina, uma acetogenina isolada de Annona muricata causa
abertura dos poros de transi¢cdo de permeabilidade mitocondrial e liberagdo de proteinas pro-
apoptdticas, como o citocromo C, no citosol, resultando na formacdo do apoptossoma e na
ativacdo da caspase 9 e caspase 3/7, que estdo ligadas a via da morte mitocondrial. Segundo
Torres et al. (2012) extratos de Annona muricata também sao capazes de suprimir a fosforilagao
do moléculas-chave na proliferacao e sobrevivéncia de células tumorais por mecanismo que
provocam reducdo da captagdo de glicose e consequente diminuicao na producio de ATP pelas
mesmas.

Alguns estudos in vivo reforgcam o potencial terapéutico de Annona muricata contra o
cancer, comprovando que extratos de diferentes partes da planta, demonstram atividade
antitumorigénica e antimetastatica (DAI et al., 2011; TORRES et al., 2012; NAJMUDDIN et
al., 2016); atividades também relatadas para acetogeninas isoladas da espécie (WANG et al.,
2002; KO et al., 2011).

Apesar dos relatados ensaios experimentais pré-clinicos, ha apenas um estudo de caso
descrito na literatura em que uma paciente com diagnostico de cancer de mama metastatico
com progressao mesmo com varias sessoes de quimioterapia, se automedicou com dose oral
diaria de aproximadamente 30 mL de extrato aquoso de Annona muricata obtido por infusao;
com referéncia dos autores, que as metastases permaneceram estaveis por 05 anos apds o uso
combinado da preparagdo com o medicamento comercial Xeloda (HANSRA et al., 2014).
Mesmo com esse indicio, nao ha evidéncias cientificas suficientes que garantam seu uso de
forma segura e eficaz, visto que alguns estudos ja relataram possiveis efeitos toxicos em células
neuronais (HOLLERHAGE et al., 2015), além de danos ao DNA induzido por mutagénese em
testes in vivo em camundongos (ACESIO et al., 2017).

A segunda espécie em numero de citacdes e valores de importancia de acordo com os
entrevistados desse estudo foi Kalanchoe daigremontiana, conhecida popularmente como
aranto, representando herbdcea suculenta da familia Crassulaceae, encontrada em regides
tropicais e subtropicais ¢ comumente cultivadas em jardins como planta ornamental

(KOLODZIEJCZYK-CZEPAS et al., 2016; SALEEM, 2021).
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Estudos in vitro comprovam diversas atividades bioldgicas para a espécies, entre elas a
antioxidante e antitumoral (BOGUCKA-KOCKA et al., 2018; CHANAJ-KACZMAREK et al.,
2019; SANTOS et al., 2019; FERNANDES et al., 2021). Essas atividades estdo diretamente
relacionadas a sua composicdo quimica bastante variada, com destaque as substancias
pertencentes as classes dos flavonoides, como kaempferol, quercetina e glicosideos de
miricetina, alcaloides, antocianinas, cumarinas, triterpenoides, fenantrenos, lipideos, esteroides
e acidos graxos (EL-SHAMY et al., 2013; MILAD et al., 2014; STEFANOWICZ-HAJDUK et
al., 2020); e também aos bufadienolideos, que s3o compostos similares aos glicosideos
cardiotonicos e possuem algumas propriedades farmacoldgicas comprovadas como:
anticancerigenas, antivirais, antimicrobianas, antioxidantes e cardiotonicos (SUPRATMAN et
al., 2001; WU et al, 2006; KOLODZIEJCZYK-CZEPAS; STOMACHAL, 2017,
KOLODZIEJCZYK-CZEPAS et al., 2018; STEFANOWICZ-HAJDUK et al., 2020).

Entretanto, estudos robustos de avaliacdo da agdo citotoxica de Kalanchoe
daigremontiana em linhagens celulares humanas sdo recentes e escassos na literatura.
Alvarado-Palacios et al. (2015) avaliaram o efeito do extrato hidroetanolico de Kalanchoe
daigremontiana bruto e nanoencapsulado em linhagem celular de cincer de mama (MDA-MB-
231) e células normais (MCF 10A), comprovando que o extrato bruto apresenta citotoxicidade
em ambas linhagens celulares, enquanto que o nanoencapsulado apresentou, além de melhores
resultados, um efeito citotdxico seletivo, causando a morte apenas de células tumorais.

Outro estudo com testes em linhagem de células humanas cancerigenas, utilizou 04
(quatro) espécies vegetais do género Kalanchoe (Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers., Kalanchoe
milloti Raym.-Hamlet & H. Perrier, Kalanchoe nyikae Engl. e Kalanchoe daigremontiana
Raym.-Hamet & H. Perrier), submetidas a extragdo por maceracdo utilizando etanol como
solvente. A avaliacdo in vitro mostrou que extrato das folhas de Kalanchoe daigremontiana foi
a mais efetiva contra células T de leucemia linfoblastica aguda (J45.01); indicando, também,
melhor atividade antioxidante, enquanto que Kalanchoe pinnata foi a Unica a apresentar
citotoxicidade em células T normais (H-9) (BOGUCKA-KOCKA et al., 2018).

Trabalho realizado por Stefanowicz-Hajduk et al. (2020) avaliou o efeito citotoxico do
extrato etanolico das folhas de Kalanchoe daigremontiana, de 02 (duas) fragdes (diclorometano
e 4gua) obtidas do mesmo extrato e 01 (um) bufadienolideo isolado (bersaldegenina-1,3,5-
ortoacetato) em 04 (quatro) linhagens de células de cancer humano: adenocarcinoma cervical

(HeLa), mama (MCF-7), ovario (SKOV-3) e melanoma maligno (A375) e, também, em
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queratinocitos ndo tumorais (HaCaT). Como resultado foi demonstrado que a fragdo aquosa
ndo exerceu citotoxicidade em nenhum dos tipos de células, ja a fracdo diclorometano e a
bersaldegenina-1,3,5-ortoacetato apresentaram baixos valores de Clsp (<10 pg/mL e <I,5
ug/mL, respectivamente), demonstrando exercerem efeito citotoxico em todas a linhagens
celulares. Segundo os autores, supostos mecanismos de acdo estariam relacionados ao aumento
de Ca" intracelular e parada da divisdo celular na fase G2.

Embora ndo existam dados sobre obtencado e utilizago tradicional de preparacdes a base
de Kalanchoe daigremontiana ricas em bufadienolideos, vale ressaltar que a fragdo
diclorometano e a bersaldegenina-1,3,5-ortoacetato também demonstraram toxicidade em
cé¢lulas normais; logo, o uso descontrolado, sem padronizagdo do modo de preparagdo e
dosagem, de extratos dessa espécie vegetal pode ser associado a possiveis efeitos colaterais
perigosos, especialmente relacionados a cardiotoxicidade devido ao seu estreito indice
terapéutico (PUSCHETT et al., 2010; STEFANOWICZ-HAJDUK et al., 2020).

E necessario portanto, investir em estudos que avaliem melhor a eficacia e seguranca de
extratos aquoso, forma mais utilizada popularmente, visto que devido a sua propriedade
hidrofobica, o teor de bufadienolideos nessas preparagdes tende a ser menor que em extratos
etandlicos (STEFANOWICZ-HAJDUK et al., 2020).

Na sequéncia de maiores numeros de citacdes e valores de importancia temos a espécie
Senna alexandrina, conhecida popularmente como sene, representando arbusto da familia
Fabaceae, originario no norte ¢ nordeste da Africa (NEVES et al., 2017). Suas folhas sio
compostas por flavonoides, saponinas, compostos fenolicos, taninos e glicosideos
antraquinonicos, com destaque para os senosideos A e B(BALASANKAR etal., 2013; NAJAH
et al., 2019). A esses dois ultimos compostos sdo atribuidas as atividades farmacolodgicas
descritas para a espécie, principalmente devido a sua parte aglicona (LEELAVATHI;
UDAYASRI, 2018).

Estudos detalhados que indiquem acdo anticancerigena para esta espécie sdo bastante
escassos. Na tentativa de demonstrar esse potencial farmacoldgico, Ahmed et al. (2016)
investigaram composi¢do quimica, atividade antioxidante e citotoxica de Senna alexandrina;
evidenciando por cromatografia liquida (HPLC-MS) dos extratos etanolico e acetato de etila, a
presenca de trés compostos bioativos (quercimeritrina, scutellareina e rutina); bem como o
potencial antioxidante através do teste de eliminacao de radicais livres DPPH (2,2-difenil-1-

picrilhidrazila). Na avaliacdo da atividade anticancerigena foram empregadas linhagens
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celulares Hep2, HeLa, MCF-7 e HCEC normais; apesar de o extrato etandlico ter apresentado
valor de Clso de 7,28 pg/uL contra células Hep2, valor este, superior ao do controle positivo
(taxol) que foi de 3,97 pg/ul, o mesmo provocou a morte das linhagens celulares HeLa com
Clso de 5,45 pg/uL, inferior ao taxol (6,07 pg/ul). Enquanto isso, o extrato metanolico obteve
Clso de 4 pg/uL contra células MCF-7, valor também inferior ao controle positivo (tamoxifeno)
que foi de 6,4 pg/ul. Além disso, a citotoxicidade contra a linhagem celular normal (HCEC)
revelou possivel agdo seletiva dos extratos da espécie, com 100% de viabilidade celular nas
diferentes concentragdes testadas.

Fundamentado em evidéncias de estudos anteriores, tais como: a) flavonoides isolados
possuem atividade antioxidante significativas contra o estresse oxidativo (YOKOZAWA et al.,
1998; SIRAICHI et al., 2013), propriedade esté relacionada ao potencial anticancerigeno desses
metabolitos (BATRA; SHARMA, 2013); b) scutellareina, possui potencial atividade
anticancerigena pois suprimiu significativamente a proliferagdo de células de fibrossarcoma
humano (HT1080) através da indugdo de apoptose (DIDEM et al., 2010; XIUJUAN et al.,
2015); ¢) a rutina foi relatada como agente anticancerigeno por induzir apoptose e parada do
ciclo celular em células de leucemia em murinos (WEHI-3) (LIN et al., 2012) e em células de
cancer de mama (MDA-MB-231) (ALIYE et al., 2014); os autores indicam que a possivel
atividade anticancerigena de Senna alexandrina se justificaria pela presenca desses flavonoides
encontrados em seus extratos (AHMED et al., 2016).

Apesar desses resultados promissores, a auséncia de estudos clinicos e de ensaios de
toxicidade reforcam a preocupagao na utilizagdo da espécie para fins terapéuticos.

Outra espécie bastante citada pelos entrevistados foi Morinda citrifolia, planta frutifera,
nativa do sudeste asitico, pertencente a familia Rubiaceae, conhecida popularmente como noni
(NERURKAR et al., 2015). Nos ultimos anos, seu uso popular foi bastante difundido,
principalmente como recurso terapéutico e alimento funcional (VASCONCELOS et al., 2021).

Possui alto valor nutricional e aproximadamente duzentos compostos fitoquimicos com
propriedades bioativas identificados e isolados de diferentes partes da planta (INADA et al.,
2017; SHALAN et al.,, 2017a). Entre os metabdlitos secundarios presentes em Morinda
citrifolia estdo relatados: acidos, alcoois, fenois, sacarideos, antraquinonas, carotenoides,
ésteres, triterpenos, flavonoides, glicosideos, lactonas, cetonas, lignanas, nucleosideos, esterois,

entre outros (SAMINATHAN et al., 2013; ABOU ASSI et al., 2017).
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Os compostos fenolicos, principalmente a antraquinona damnacanthal, a cumarina
escopoletina e os flavonoides rutina e quercetina, sdo apontados como os principais compostos
bioativos da espécie (CHAN-BLANCO et al., 2006).

O aumento de relatos de utilizagdo popular de Morinda citrifolia como suplemento
alimentar por pacientes em tratamento de variados tipos de cancer (Torres et al., 2017) tem
estimulado a pesquisa cientifica sobre as propriedades antitumorais da espécie. Alguns estudos
in vitro comprovam o potencial anticancer do extrato dos frutos de Morinda citrifolia por
diferentes mecanismos. Segundo Hornick et al. (2003) e Jang (2012) a agdo pode ser explicada
pela atividade antiangiogénica da espécie, enquanto que Boontha et al. (2018) demonstraram
efeitos de citotoxicidade e supressao da migracao celular contra linhagem de cancer de mama
(MCF-7).

Quando avaliada em testes in vivo, principalmente frente tumores asciticos de Ehrlich
em camundongos, foram verificados efeitos significativos com a administrag¢do oral do extrato
dos frutos, com redu¢do do volume tumoral, do peso corporal e na contagem de cé€lulas viaveis,
assim como aumento no tempo médio de sobrevida dos animais (FURUSAWA et al., 2003;
TASKIN et al., 2009; ALI et al., 2018).

As atividades antiproliferativas dos principais compostos bioativos encontrados em
Morinda citrifolia também foram comprovadas; como a agdo da escopoletina contra células de
cancer de prostata humano (LIU et al., 2001) e na antineovascularizagdo em tumor colorretal,
(TABANA et al., 2016); bem como da antraquinona damnacanthal que aparenta apresentar
atividade anticancerigena por diferentes mecanismos de agao in vitro e in vivo, como inibigao
do ciclo celular e indugdo de apoptose verificadas em células de cancer bucal e de mama (AZIZ
et al., 2014; SHAGHAYEGH et al., 2016), inibi¢do da expressdo de ciclinas DI
(SUKAMPORN et al., 2016) e de algumas tirosinas quinases relacionadas com a angiogénese
(GARCIA-VILAS et al., 2017).

Mas, apesar da possivel eficacia descrita por esses estudos, os pardmetros de seguranca
ainda precisam ser mais detalhadamente investigados.

Nesse sentido, estudo desenvolvido por Shalan et al. (2017b) demonstrou toxicidade
cronica induzida pelo consumo de extrato aquoso dos frutos de Morinda citrifolia administrado
em ratas (1 a 2 mg/mL) durante 06 meses; comprovando que quando comparados ao grupo
controle tratado com agua destilada, houve diminui¢do no ganho de peso corporal apos o

primeiro més, redu¢do no peso do figado e ocorréncia de dois 6bitos. Nos animais tratados com
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2 mg/mL do extrato foram verificadas mudangas significativas em biomarcadores de dano
tecidual, como aspartato aminotransferase e albumina, que podem indicar, respectivamente,
lesdo hepatica e renal. A dosagem utilizada nesse estudo € equivalente a cerca de 0,5 a 1 g para
um corpo humano pesando aproximadamente 60 kg, assumindo-se que para isso fossem
consumidos dois litros de cha diariamente (SHALAN et al., 2017b).

A partir desse resultado e diante de alguns relatos que indicam o potencial hepatotoxico
da espécie, a partir de sintomas caracteristicos de quadro de hepatite ap6s o consumo do suco
dos frutos (STADLBAUER et al., 2005; WEST, 2006); bem como as evidéncias das alteragoes
bioquimicas em marcadores importantes como as transaminases AST (aspartato
aminotransferase) e ALT (alanina aminotransferase) e GGT (gama glutamil transpeptidase)
(ANDRADA et al.,, 2007, BARBOSA et al., 2017), reforca-se a necessidade de maior
investigagdo, principalmente através de estudos de atividade bioldgica e efeitos toxicos.

E importante ressaltar que, diante do aumento no consumo popular e constantes relatos
de toxicidade, esta proibida pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), desde
2007, no Brasil, a comercializagdo de produtos contendo noni (BRASIL, 2007). Em 2004, a
Food and Drug Administration (FDA) jé alertava nos Estados Unidos sobre propagandas com
testemunhos curativos do suco de noni sem evidéncias cientificas, ndo aprovando sua utilizagao
terapéutica. Na Unido Europeia, o suco do noni esta registrado como suplemento alimentar,
sendo proibidos a propaganda e o comércio da espécie com finalidades medicinais (MOTTA,
2015).

Ainda como espécie amplamente referida de uso na amostra em estudo, merece destaque
Dysphania ambrosioides (familia Amaranthaceae), anteriormente denominada Chenopodium
ambrosioides L., conhecida como mastruz, representando arbusto perene, com forte odor
aromético, amplamente distribuido na Africa Ocidental, e de facil adaptagio aos mais variados
tipos de solos, principalmente em areas de clima subtropical (KUETE, 2014; SILVA et al.,
2021). Segundo a OMS esta entre as plantas mais utilizadas terapeuticamente no mundo, com
destaque ao uso das folhas e sementes (SA et al., 2016).

Mais de trezentos compostos ja foram identificados em extratos e fragcdes da espécie,
principalmente os presentes no 6leo essencial. As classes mais referidas foram os monoterpenos
seguidos de flavondides glicosideos, sesquiterpenos, ésteres, hidrocarbonetos alifaticos e dcidos
aromaticos e carboidratos (KASALI et al., 2021). Entre os monoterpenos, destacam-se o a ¢ [3-

terpineno (RUDBACK et al., 2012; PEREIRA-DE-MORAIS et al.,, 2020) e o ascaridol
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(OKUYAMA et al.,, 1993; YANG et al., 2016), e entre os flavonoides, o kaempferol
(GHAREESB et al., 2016; SHAH; KHAN, 2017).

Entre os testes para avaliagdo da agdo anticancerigena da espécie, destacam-se os
estudos in vitro, tendo como alvos principais as linhagens células de leucemias e linfomas.
Estudo de Degenhardt et al. (2016) avaliou o potencial citotdxico dos 6leos essenciais e do
extrato etanolico das folhas de Dysphania ambrosioides (C. ambrosioides) e suas fragdes, em
células de leucemia mieloide (K562), leucemia linfocitica B aguda (NALMG6 e B15) e linfoma
de Burkitt (células RAJI); com énfase ao baixo valor de Clso do 6leo essencial (1 mg/mL) em
células RAJI, quando comparado a doxorrubicina (controle positivo) (Clso: 13,2 mg/mL); bem
como da fragdo diclorometano e do extrato etanolico (Clso: 34 € 47 mg/mL) em células K562,
também comparadas a doxorrubicina (Clso: 62,5 mg/mL).

Apesar das folhas serem mais constantemente alvo dos estudos de avaliacdo
farmacologica com a espécie, estudo de Knauth et al. (2018) verificou que, ao contrario dos
resultados obtidos com outras espécies vegetais selecionadas, o extrato metanolico dos frutos
C. ambrosioides demonstrou ter maior potencial citotoxico (Clso: 45 + 7 ug/mL) contra células
de adenocarcinoma de c6lon humano (Caco-2) quando comparado ao extrato das folhas (Clso:
563 £+ 66 pg/mL).

Outros mecanismos que podem estar envolvidos na acdo antitumoral dos oleos
essenciais da espécie sdo: a inibi¢cdo da prolifera¢do celular, interrupg¢ao da divisdo celular na
fase GO/G1 e inducao de apoptose dependente de caspase, como verificado por Wang et al.
(2016) em células de cancer de figado humano (SMMC-7721).

Alguns autores sugerem que a acgdo citotoxica de Dysphania ambrosioides esta
diretamente relacionada ao ascaridol, um de seus componentes majoritarios (DEGENHARDT
et al., 2016). Um dos primeiros estudos a demonstrar a importancia desse composto como
potencial agente anticancerigeno foi realizado por Efferth et al. (2002) que comprovaram a
atividade citotdxica do ascaridol isolado dos Oleos essenciais da espécie frente cepas de
diferentes linhagens tumorais, células T de leucemia linfobldstica humana (CCRF-CEM),
c€lulas de leucemia promielocitica (HL60) e células de cancer de mama (MDA MB-231).

Estudos de investigacdo de toxicidade aguda e subcronica de D. ambrosioides,
evidenciaram que, em geral, os extratos das folhas ndao provocam mortalidade, nem alterag¢des
significativas em Orgaos vitais, apesar de doses elevadas provocarem mudangas em alguns

marcadores bioquimicos como transaminases ¢ albumina sérica (PEREIRA et al., 2010; DA
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SILVA et al., 2014). Em contrapartida, outros estudos demonstraram que preparagdes aquosas
(decoccdo e infusdo), semelhantes as utilizadas popularmente, podem provocar danos
genéticos, como surgimento de aberragdes cromossomicas, troca de cromatides irmas e reducao
de indices mitoticos, o que sugere possivel interagdes dos principios ativos dos extratos aquosos
da espécie com o DNA (GADANO et al., 2002; 20006).

Além das avaliacdes de atividade farmacologica e efeitos toxicos de espécies vegetais e
seus derivados, sdo necessarias investigagdoes detalhadas sobre possiveis interagcdes com os
medicamentos sintéticos da terapéutica convencional.

Sabe-se que a maioria das interacdes entres plantas e drogas sdo de mecanismo
farmacocinético, provocadas pela inducao ou inibi¢ao de enzimas metabolizadoras e proteinas
de transporte, como a citocromo P450 e as enzimas CYP, que estdo diretamente ligadas ao
metabolismo dos farmacos antineoplésicos. Estudos demonstram que classes de compostos
ativo de diferentes espécies vegetais sao capazes de interferir no metabolismo dessas enzimas
prejudicando o tratamento de pacientes oncologicos (MEIJERMAN et al., 2006; GAUI, 2010;
FASINU; RAPP, 2019).

O manejo farmacoldgico curativo ou preventivo, a base de produtos sintéticos ou
naturais, obrigatoriamente deve ser alicercado na certificagdo dos pardmetros de eficacia,
seguranga ¢ qualidade. Nesse sentido, na analise dos estudos ja desenvolvidos com as espécies
referidas, merece destaque algumas limitagdes e restricdes, como: falta de padronizacido do
material vegetal, incluindo a qualidade e natureza do material e suas preparagdes derivadas; uso
de diferentes partes vegetais; emprego de diferentes métodos de extracao e suas varidveis;
lacunas na elucidacdo do mecanismo de acdo e dos compostos ativos e escassez de ensaios
clinicos e de toxicidade.

Nesse sentido, apesar de estudos pré clinico com as espécies mais referidas de uso
popular na amostra apresentarem potencial como fonte de compostos bioativos com agao
antitumoral, estudos adicionais robustos e detalhados sdo necessarios para promover utilizagao

terapéutica com garantia de seguranca e eficacia aos usuarios.

Conclusao
Os dados desse estudo permitem constatar que a Etnofarmacologia ¢ imprescindivel na
Pesquisa e Desenvolvimento (P&D) de novos bioprodutos, ndo s6 como estratégia essencial no

dificil processo de selecdo de espécies vegetais para estudos de validagdo; bem como para
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nortear acdes efetivas, na perspectiva real de minimizar riscos e perigos associados ao uso
irracional de plantas para fins medicinais.

E importante frisar que os profissionais de saude devem sempre se basear em evidéncias
clinicas em suas prescrigdes e somente indicar plantas validadas cientificamente, tendo por
bases suas monografias e compéndios farmacopeicos, reconhecidos pelos 6rgdos sanitarios
competentes.

Fica evidente, assim, a necessidade de priorizar medidas, no ambito da
Farmacovigilancia, tanto no setor publico como no setor privado, no sentido de conscientizar a
populagdo sobre a importancia do uso racional das praticas alternativas e complementares,
principalmente quanto a utilizagao de plantas e seus produtos derivados, € em especial, quando

trata-se de doengas, disturbios ou condigdes consideradas graves.
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Caracterizacdo quimica e avaliacdo do potencial citotoxico e
antioxidante de Kalanchoe daigremontiana (Raym.-Hamet & Perrier)
A. Berger
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RESUMO

O cancer representa, atualmente, a segunda maior causa de morte no mundo, reconhecido
como grave problema de saude publica. Apesar dos avangos no tratamento dessa
patologia, as terapéuticas convencionais ainda causam iniimeros eventos adversos aos
pacientes. Variados compostos bioativos oriundos de espécies vegetais sdo apontados
como agentes anticancerigenos promissores e tém sido sugeridos como alternativa e/ou
complemento terap€utico no tratamento do cancer devido suas propriedades
antiproliferativas e pro-apoptoticas; o que estimula os estudos na area. Kalanchoe
daigremontiana Raym.-Hamet & H. Perrier (Crassulaceae), conhecida popularmente
como aranto, planta herbacea suculenta, ¢ encontrada facilmente em regides tropicais e
subtropicais, com uso referido por pacientes acometidos pelo cancer segundo estudos
etnofarmacolégicos. Visando contribuicdo efetiva para a validagao da espécie, este
trabalho objetiva realizar estudo de bioprospeccdo de extrato de Kalanchoe
daigremontiana. As folhas da espécie foram coletadas em habitat natural no municipio
de Paco do Lumiar, Maranhdo, Brasil, nos meses de janeiro e fevereiro de 2021; em
seguida foram secas, moidas e submetidas a extracdo por maceragao com ultrassom, em
relacdo de hidromddulo 1:6. A caracterizagdo quimica foi determinada pela avaliagdo dos
teores de polifenois e de flavonoides e por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa com ionizagdo por eletrospray (LC-ESI-IT-MS). A avaliacio
das atividades antioxidante e citotoxica foram in vitro por, respectivamente,
fotocolorimetria, e em linhagens celulares cancerosas humanas (HeLa) e células ndo
tumorais de fibroblasto humano (GM 0492A). Os teores de polifenois totais e flavonoides
do extrato das folhas de Kalanchoe daigremontiana foram de 115,81 + 1,32 mgEAG/g e
10,45 + 0,36 mgEQ/g, respectivamente; comprovando boa atividade antioxidante (CEso:
6,71 £ 0, 07 pg/mL). No cromatograma foram identificadas 03 (trés) substancias: acido
galoilquinico e 02 (dois) derivados do kaempferol. A avaliacdo da atividade citotoxica
demonstrou valores de Clso do extrato de aranto para células tumorais de 21,95 pg/mL e
para cé¢lulas normais de 93,25 pg/mL. Esses resultados permitem afirmar que a espécie
possui potencial para continuidade dos estudos de validacdo, com énfase na identificagcdo
dos seus compostos bioativos para definicdo de possivel marcador e avaliagdo da
atividade antitumoral in vivo, na perspectiva de contribuicao efetiva para novas opgdes
alternativas e complementares no tratamento do cancer; além de reforgarem a necessidade
de desenvolvimento de extratos vegetais padronizados.

Palavras-chave: aranto, kaempferol, acido galoilquinico, citotoxicidade, linhagens
celulares cancerosas humanas.
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INTRODUCAO

Responsavel por cerca de 10 milhdes de mortes em 2020, o cancer representa,
atualmente, uma das principais causas de morte no mundo, sendo reconhecido como
grave problema de saude publica (WHO, 2022). O maior impacto e prevaléncia da doenga
estao nos paises de média e baixa renda da Africa, Asia, América Central e do Sul, que
representam cerca de 70% das mortes por cancer no mundo, entretanto configura um
agravo de alto custo até mesmo para paises desenvolvidos (SIEGEL et al., 2020;
FERLAY et al., 2021).

Apesar do grande arsenal terapéutico disponivel para o tratamento dessa
patologia, as pesquisas que buscam avangos no desenvolvimento de drogas
anticancerigenas com maior eficacia sdo continuas (CHIKARA et al., 2018; PUCCI et
al., 2019). Os métodos terapéuticos convencionais ainda causam inumeros eventos
adversos aos pacientes, como danos em células e tecidos normais, inibi¢ao da fun¢do da
medula dssea, alopecia, naduseas, vomitos, entre outros (NGUYEN et al., 2020; NYROP
et al., 2020). Outro fator que dificulta o sucesso do tratamento com os quimioterapicos €
aresisténcia tumoral, através de diferentes mecanismos que tornam as células neoplasicas
ndo-responsivas ao tratamento (HOLOHAN et al., 2013).

Diante disso, hd uma constante busca por agente anticancerigenos que possam
oferecer tratamento mais eficaz ¢ menos danoso aos pacientes; e, nesse segmento, oS
compostos naturais de origem vegetal t€m demonstrado grande potencial (DUONG et al.,
2020; NEWMAN; CRAGG, 2020). Diferentes fitoconstituintes bioativos, como o0s
flavonoides, sdo apontados como antioxidantes naturais e sugeridos como terapias
alternativas e/ou complementares no tratamento do cancer devido suas propriedades
antiproliferativas e pro-apoptoticas (SINGH et al., 2016; SHARIFI-RAD et al., 2019).

Ao longo do tempo, cerca de 50% dos mais de 200 novos compostos quimicos
aprovados para tratamento do cancer, foram desenvolvidos a partir de substancias
isoladas de plantas (AGARWAL et al., 2020). Diversos metabdlitos secundarios de
espécies vegetais, como flavonoides, terpenos, glicosideos, alcaloides, lignanas,
saponinas, entre outros, dada grande variedade estrutural, parecem ter capacidade de atuar
por diferentes mecanismos na inibigao seletiva da proliferacao e na indugao da morte de
células cancerosas (AVTANSKI; PORETSKY, 2018).

Estudos etnofarmacoloégicos revelam que a espécie Kalanchoe daigremontiana

Raym.-Hamet & H. Perrier tém sido utilizada popularmente como recurso alternativo ou
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complementar no tratamento do cancer. A espécie pertencente a familia Crassulaceae e
conhecida popularmente como aranto ou mae-de-milhares, ¢ uma planta herbacea
suculenta, nativa das Ilhas de Madagascar e facilmente encontrada em regides tropicais e
subtropicais (KOLODZIEJCZYK-CZEPAS et al., 2016; AKENTIEVA et al., 2021). E
uma espécie que se adapta a uma variedade de condigdes ambientais, como locais quentes
e secos, devido a capacidade de reter umidade. Produz pseudobulbos ou pequenos brotos
nas bordas das folhas, que se soltam facilmente e criam raizes quando em contato com
solo propicio, o que facilita sua propagacdo; caracteristica que tende a estimular sua
escolha como objeto de estudos de bioprospec¢dao (SALEEM, 2021).

O extrato das folhas ¢ utilizado popularmente para tratar doengas como infecgoes
bacterianas, fungicas e virais, doenc¢as de pele, asma, tlcera e cancer (STEFANOWICZ-
HAJDUK et al., 2020), com estudos comprovando seus efeitos anti-inflamatoérios,
analgésicos, antimicrobianos, antifingicos, antidiabéticos, anti-hipertensivos,
antioxidante e atividades citotoxicas (SECA; PINTO, 2018; GULUMIAN et al., 2018;
SANTOS et al.,, 2019; FERNANDES et al.,, 2021). Entre os compostos ativos
identificados em Kalanchoe daigremontiana, os flavonoides, 4acidos fenodlicos e
bufadienolideos sdo referidos como principais responsaveis por suas atividades
biolégicas (BOGUCKA-KOCKA et al., 2018; CHANAJ-KACZMAREK et al., 2019;
STEFANOWICZ-HAJDUK et al., 2020).

Desse modo, em concordancia aos estudos etnofarmacologicos que indicam o
potencial de uso do aranto como fonte de novos agentes anticancerigenos € na busca por
alternativas e/ou complementos terapéuticos no tratamento do cancer, esse trabalho
objetiva contribuir na validacao de Kalanchoe daigremontiana com a realizagao de estudo

de caracterizagdo quimica e avaliagcdo da atividade antioxidante e citotoxica.

MATERIAL E METODOS

Coleta e identificacao botanica

As folhas de Kalanchoe daigremontiana foram obtidas por coleta manual em
habitat natural, no municipio de Paco do Lumiar (latitude: 02° 31' 51,5" S e longitude 44°
10" 18' O), Maranhao, Brasil; nos meses de janeiro e fevereiro de 2021. A identificacdo
botanica foi realizada no Herbario de Biologia da Universidade Federal do Maranhao

(MAR).
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Obtencio do extrato

A amostra vegetal foi submetida a secagem em estufa com circulagdo de ar
(temperatura de 38 °C) por 48 horas, seguida de trituragdo em moinho de facas, obtendo
p6 moderadamente grosso (710 um - 250 um) (BRASIL, 2019). O material seco € moido
foi extraido por maceracdo fracionada assistida por ultrassom, com etanol a 70% como
solvente, em relacao de hidromddulo 1:6, por 03 (trés) ciclos de 30 minutos com intervalo
de 10 minutos entre cada um. A solucdo extrativa foi submetida a concentracdo sob

pressio reduzida em rotaevaporador (SIMOES et al., 2017; BRASIL, 2019).

Teor de polifendis totais

As concentragdes de polifendis totais foram obtidas utilizando 100 pL da solugao
do extrato hidroetandlico das folhas de Kalanchoe daigremontiana (2 mg/mL), 100 pL
do reagente Folin-Ciocalteau (Merck®) e 1,0 mL da solugdo de carbonato de sddio a 20%,
por duas horas em temperatura ambiente ao abrigo da luz. Acido galico (Merck®) foi
utilizado como padrdo. As leituras foram realizadas em espectrofotometro UV-VIS
(Lambda 35, Perkin Elmer®) a 760 nm, com resultados expressos em equivalente adcido

gélico (EAG) (CHAILLOU et al., 2004; ABREU et al., 20006).

Teor de flavonoides

As concentragdes de flavonoides foram obtidas empregando 500 uL da solugdo
do extrato de Kalanchoe daigremontiana (2 mg/mL) e 500 uL de solucao metanolica de
cloreto de aluminio a 5%, por 30 minutos, em temperatura ambiente e ao abrigo da luz.
Quercetina (Merck®) foi utilizada como padrio, com leituras realizadas em
espectrofotometro UV-VIS (Lambda 35, Perkin Elmer) a 425 nm e resultados expressos
em equivalente quercetina (EQ) (CHAILLOU et al., 2004; ABREU et al., 2006; DUTRA
et al. 2008).

Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa com ionizacio por
eletrospray (LC-ESI-IT-MS)

O extrato foi analisado utilizando sistema de cromatografia liquida (LC)
Shimadzu Prominence com duas bombas injetoras automadticas Shimadzu LC-20AD
(SIL-20A HT) e equipado com uma coluna Phenomenex® Gemini (250 x 4,6 mm — 5
um). As fases moveis foram: agua ultrapura acidificada (0,01% HCOOH) (solvente A)
e metanol grau HPLC, também acidificado (0,01% HCOOH) (solvente B), a uma taxa
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de fluxo de 1,0 mL/min, com o gradiente de metanol: 5% a 100% de B em 50 min e
100% de B até 60 min. O volume de inje¢do foi de 10,0 uL. O LC foi acoplado a um
espectrometro de massa (MS) (Amazon X, Bruker, Massachusetts, EUA) equipado
com ionizag¢do por eletrospray (ESI) e um analisador do tipo ion-trap (IT) em modo
negativo, nas seguintes condi¢des: voltagem capilar de 5kV e temperatura 325°C, o
nitrogénio foi usado tanto como gas de secagem quanto gés nebulizador a uma taxa de
fluxo de 12 L/min e pressao a 10 psi. Os espectros foram adquiridos na faixa m/z 100-

1500 Da, com dois ou mais eventos.

Atividade antioxidante

O extrato hidroetandlico das folhas de Kalanchoe daigremontiana foi submetido
ao método fotocolorimétrico in vitro utilizando o radical livre estavel 2,2-difenil-1-
picrilhidrazila (DPPH), segundo Brand-Willians et al. (1995) com modificagdes. As
amostras foram diluidas em metanol P.A com diferentes concentracdes (5, 25, 50 e 100
pg/mL), em seguida adicionados a solucao metanodlica de DPPH (40 pg/mL). Apos 30
min de reagdo em temperatura ambiente ao abrigo da luz, a absorbancia foi medida em
espectrofotometro UV-VIS a 517nm. Padrao de 4cido gélico foi usado como controle
positivo nas mesmas condi¢des das amostras. A porcentagem de descoloracao do radical
DPPH foi obtida com a equagdo: Atividade antioxidante (%) = [(4pppH — Aamostra)/ADPPH]
x 100. Onde Apppu ¢ a absorbancia do DPPH (controle negativo) € Aamostra € @ absorbancia
do radical na presenca dos extratos ou dos padrdes. Os resultados foram expressos como
valores de CEso (concentracdo efetiva 50%), concentragdo do extrato que causa a perda

de 50% da atividade de DPPH (BRAND-WILLIAMS et al., 1995; MOLYNEUX, 2004).

Ensaio de citotoxicidade

Para a determinacdo da citotoxicidade do extrato das folhas de Kalanchoe
daigremontiana foi realizado o ensaio de redugdo do 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT) (SUPINO, 1995), em linhas de células cancerosas humanas
(HeLa) e células nio tumorais de fibroblasto humano (GM 0492A). Brevemente, as
linhagens celulares foram incubadas em placas de 96 pocos de fundo chato (1 x 10*
células/poco) e ap6s 24 h de incubagdo em estufa com atmosfera de 5% de CO», a 37 °C,
as culturas foram tratadas com as concentragdes de 6 — 100 pg/mL de extrato durante 24,
48 e 72h. Ao final de cada tempo de tratamento, foram adicionados 10 uL. de MTT diluido

em PBS por poco. As placas permaneceram incubadas durante 3 horas a 37 °C em estufa.
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Apos a formacao e deposicao dos cristais, as placas foram vertidas e adicionados 100 pL
de alcool etilico 99% por pogo para a diluicdo dos cristais. Em seguida, os pocos foram
homogeneizados e a absorbancia de cada tratamento foi analisada em espectrofotdmetro,
no comprimento de onda de 570 nm. Os resultados obtidos foram expressos em
porcentagem de células viaveis em relacdo ao controle negativo, sem tratamento. Como

controle positivo dos experimentos foi utilizada a cisplatina.

Analises estatisticas

Todos os testes foram realizados em triplicata. Na determinagdo de teor de
polifenois (mgEAG/g), teor de flavonoides (mgEQ/g) e atividade antioxidante
(concentracdo efetiva 50%: CEso) os resultados foram expressos em média + desvio
padrao (X = SD). Para os ensaios de citotoxicidade, os valores das concentragdes
inibitorias de 50% do crescimento celular maximo (Clso) foram estimados usando

GraphPad Prism versdo 8 para Windows (GraphPad Software, CA, EUA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Embora com indicac¢des de uso popular no tratamento do cancer, até o momento,
nao existem estudos conclusivos de eficacia, segurancga e qualidade desenvolvidos com
as folhas de Kalanchoe daigremontiana, o que estimula a realizacdo de pesquisa com a
espécie, priorizando os estudos de caracterizacdo quimica e avaliacdo das atividades
biologicas, inclusive dos efeitos citotdoxicos em linhagens celulares humanas tumorais e
normais, visando contribuir, com uma possivel valida¢ao de uso da espécie para obtengao
de fitoterapicos ou substancias isoladas.

Diferentes andlises quimicas evidenciam que os principais metabdlitos presentes
em Kalanchoe daigremontiana sao flavonoides, principalmente os derivados do
kaempferol e da quercetina, acidos fenolicos e bufadienolideos; além de 4cidos organicos
como clorogénico, galico, malico e ferulico (URMENY, 2016; CHANAIJ-
KACZMAREK et al., 2019).

Os teores de polifenois totais e flavonoides do extrato das folhas de Kalanchoe
daigremontiana foram de 115,81 + 1,32 mgEAG/g ¢ 1045 + 0,36 mgEQ/g,
respectivamente. Nossos resultados foram mais expressivos em relagao a outros estudos,

como Baez et al. (2021) que ao analisarem diferentes extratos das partes aéreas de
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Kalanchoe daigremontiana constataram, em extrato preparado com etanol a 70%, valores
de 14,17 £+ 0,24 mgEAG/g para polifenois totais e 5,07 = 0,05 mgEQ/g para flavonoides.
A presenca expressiva de compostos fendlicos e flavonoides em extratos de
espécies vegetais sinalizam para possivel efeito antioxidante, que estd diretamente
relacionado ao seu potencial de utilizagdo no tratamento de doengas ocasionadas por
estresse oxidativo advindo dos radicais livres, como o cancer (HELENO et al., 2015).

A atividade antioxidante foi analisada a partir da capacidade de sequestro de
radicais DPPH livres, com valor de CEs 6,71 + 0, 07 ug/mL do extrato de hidroetandlico
das folhas de Kalanchoe daigremontiana, o que indica boa atividade de acordo com score
de Melo et al. (2010). Valores menores de CEso em extratos etandlicos da espécie foram
evidenciados, como Baez et al. (2021) (CEso: 3,01 = 0,16 pg/mL) e Shujaat et al. (2017)
(CEs0: 0,0619 mg/mL).

Diversos fatores podem influenciar no teor de compostos fendlicos e flavonoides,
bem como nas atividades bioldgicas de diferentes extratos vegetais obtidos de uma
mesma espécie. Entre eles, as condi¢des ambientais que interferem na biossintese da
planta, como local de cultivo, sazonalidade, disponibilidade de agua, temperatura,
luminosidade e radiagdo ultravioleta (ZHU, 2016).

Luminosidade e a radiacdo solar sdo fatores frequentemente associados a variagao
quantitativa de flavonoides. Estudos demonstram que ha aumento significativo no teor de
flavonoides em espécies do género Kalanchoe coletadas em locais que permitem sua
exposi¢ao a luz, quando comparados com amostras que estavam a sombra (MUZITANO
et al., 2011; PINHEIRO et al., 2016). Esse fator justifica a coleta das espécies para
avaliagdo, em localidades que fazem parte da regido intertropical, delimitada pelos
tropicos de Cancer e Capricornio, que possuem os maiores indices de incidéncia solar
(NOVALIS, 2017).

Outro fator condicionante para a composi¢ao quimica e agdes farmacoldgicas de
extratos vegetais, sdo as condicdes de extragdo, como método e solvente utilizados (BOY
et al., 2021). Métodos por ultrassom, como o utilizado neste estudo, além de serem
considerados simples e de baixo custo (BOEIRA et al., 2018), possibilitam a otimizagdo
na extracdo de compostos bioativos através do mecanismo de cavitagdo, que promove
ruptura da parede celular vegetal e aumenta a area da superficie de contato entre o material

e o solvente (MEDINA-TORRES et al., 2017).
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Buscando identificar os principais compostos quimicos presentes na espécie, foi
obtido o perfil cromatografico por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a

espectrometria de massa com ionizagdo por "electrospray" (LC-ESI-IT-MS) (Figura 1).
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Figura 1. Cromatograma obtido por cromatografia liquida de alta eficiéncia no
comprimento de onda (A) de 270 nm do extrato hidroetandlico em relagao de hidromodulo
1:6 das folhas de Kalanchoe daigremontiana

Com base na dereplicacdo dos espectros de massas obtidos para cada pico foi
possivel identificar 03 (trés) compostos no extrato hidroetanodlico de Kalanchoe

Daigremontiana (Tabela 1).

Tabela 1. Compostos identificados no extrato hidroetanolico em relagao de hidromodulo
1:6 das folhas de Kalanchoe daigremontiana, por LC-ESI-IT-MS

. [M-H] MS/MS .
Composto TR(min) PM (m/z)  fragmentos (m/z) Identificacao
1 5,3 344 343 167; 136295; 268; acido galoilquinico
) 302 740 739 256; 284; 431; kaempferol 3-rutinosideo 7-
’ 593 ramnosideo
3 379 710 709 283: 413 563 Kacmpferol 3-xilosil-(1->4)-

ramnosideo-7-ramnosideo

TR: tempo de retengdo; PM: peso molecular, [M-H] ion molecular

Estudo realizado por Stefanowicz-Hajduk et al. (2020) identificou a presenca de
19 flavonoides em extrato de folhas de Kalanchoe daigremontiana obtido por maceragao
com etanol a 95%, ressaltando que 06 (seis) deles era derivados do kaempferol e 03 (trés)
derivados da quercetina.

Apesar de apenas 03 (trés) substancias terem sido identificadas no presente estudo,
¢ importante ressaltar que essa ¢ a primeira vez que esses compostos sdo descritos para a

espécie.
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Como discutido anteriormente, a composicdo quimica de diferentes extratos
vegetais de uma espécie pode sofrer variagdo dependendo de condi¢des abidticas como
local de cultivo, exposicao a luz solar e disponibilidade hidrica, e também dos parametros
de extracao, como método extrativo, solvente, propor¢ao droga/solvente (hidromédulo) e
temperatura. Nesse sentido, ¢ importante ressaltar a necessidade do desenvolvimento de
extratos padronizados, ja que as variagdes em qualquer etapa do processo de obtengao
podem gerar alteragdes quali e quantitativas no perfil quimico e, consequentemente, na
atividade biologica. Assim, a padronizagao de extratos ¢ uma ferramenta imprescindivel
para a garantia de qualidade, eficicia e seguranca dessas preparagcdes (BILIA;
BERGONZI, 2020).

Resultados da avaliacdo da atividade antitumoral e citotdéxica dos extratos de
Kalanchoe daigremontiana nas concentragdes 12,5, 25, 50 100 e 200 pg/mL em linhas
celulares de adenocarcinoma (HeLa) e ndo tumorais (GM 0492A) demonstram que o
valor de Clso do extrato de aranto foi 4 (quatro) vezes menor para células tumorais (21,95
pug/mL) do que para células normais (93,25 pg/mL), evidenciando potencial citotoxico

seletivo para células cancerigenas (Figuras 2 e 3).
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Figura 2. Efeito citotoxico do extrato hidroetanodlico em relagao de hidromodulo 1:6 das
folhas de Kalanchoe daigremontiana em células humanas ndo tumorais (GM) (a:
p>0,0001 estatisticamente diferente do meio; b: p<0,001 estatisticamente diferente de
Cisplatina; c: p<0,0001 estatisticamente diferente do meio, cisplatina e extrato 12,5
pg/mkL)
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Figura 3. Efeito citotoxico do extrato hidroetandlico em relagdao de hidromddulo 1:6 das
folhas de Kalanchoe daigremontiana em células de adenocarcinoma humano (HeLa) (a:
p>0,0001 estatisticamente diferente do meio; b: p<0,001 estatisticamente diferente de
Cisplatina; c: p<0,001 estatisticamente diferente do extrato em 12,5, 25 € 50 12,5 pg/mL)

Kashafi et al. (2017) demonstraram que o kaempferol induz a apoptose de células
HelLa através da regulagdo positiva de genes pro-apoptoticos, como p53, p21, caspase 3,
caspase 9, Bax e PTEN (fosfatase homologa a tensina) e da regulagao negativa de genes
anti-apoptoticos, como PI3K, AKT e Bcl-2. Relataram ainda, que essa substancia modula
a fun¢@o mitocondrial para mediar a morte celular, aumentando a proporcao de Bax/Bcl-
2 e, ainda, induz o envelhecimento celular por meio da reducao da expressao do gene da
telomerase.

Revisdes de Wenliang et al. (2021) e Imran et al. (2019) elencam estudos preé-
clinicos que avaliam o potencial do kaempferol e seus derivados tendo como alvo
diferentes linhagem celulares cancerigenas. Além de demonstrarem sua capacidade de
inibir seletivamente o crescimento de células cancerigenas sem afetar células saudaveis,
propdem como mecanismos de acao dessa classe de compostos: apoptose, parada do ciclo
celular na fase G2/M, regulacdo negativa de marcadores relacionados a transi¢do
epitelial-mesenquimal (EMT) e vias de sinalizacdo da fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K)
e da proteina quinase B.

E importante ressaltar que devido aos diferentes mecanismos envolvidos no
processo de morte celular, as vias especificas de induc¢ao de apoptose pelo kaempferol
ainda precisam ser investigadas. Além disso, a maioria dos dados de atividade antitumoral

foram obtidos a partir de testes in vitro, o que deve estimula a realiza¢do de estudos in
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vivo e ensaios clinicos, com avaliagdes farmacocinéticas e farmacodinamicas que

garantam sua seguranga e eficécia.

CONCLUSAO

Os resultados das analises quimicas e bioldgicas evidenciados nesse estudo,
permitem afirmar que Kalanchoe daigremontiana possui potencial para continuidade dos
estudos de validagdo, com énfase a identificacdo de compostos bioativos para definicao
de possivel marcador e novas avaliagoes de atividade antitumoral, tendo como foco a
otimizacao de variaveis para desenvolvimento de bioprodutos padronizados, garantindo
assim, qualidade, eficicia e seguranca; e contribuindo efetivamente para novas opgoes

alternativas e complementares no tratamento do cancer.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Inquestionavelmente vivemos um momento de grande ascensao no uso de plantas
e seus produtos derivados para os mais diversos fins terapéuticos e, especialmente, nas
doencas de grande impacto na satude publica mundial, a exemplo do cancer.

A andlise dessa tendéncia de uso na sociedade contemporanea ¢ motivada por
diversos fatores, com €nfase a percepc¢ao da sociedade, alicer¢ada no mito “se natural ndo
faz mal”, que o uso terapéutico de plantas ¢ natural, seguro, barato e eficaz; estimulada,
ainda, pela caréncia de informagdes cientificas das plantas empregadas para fins
medicinais, sem comprovagado da eficacia, espectro toxicoldgico e garantia de qualidade;
0 que expoe a populagdo a riscos e perigos dado esse uso irracional.

No desenvolvimento da pesquisa Etnodirigida que fundamenta essa tese, foi
possivel comprovamos a abrangéncia e representatividade da Etnofarmacologia na
constatacdo que, embora o estudo tenha sido realizado em darea urbana, diversos
entrevistados empregam empiricamente plantas no tratamento do cancer, com perfil de
utilizacdao ainda mais grave quando evidenciamos que tal pratica ndo ¢ do conhecimento
dos profissionais de saude; bem como pelos resultados que indicam que a maioria dos
entrevistados refere uso associado de plantas aos demais recursos terapéuticos
convencionais, principalmente os quimioterapicos; situagao essa que implica em sérios
riscos de graves eventos adversos, com destaque aos uso de plantas potencialmente
toxicas e as interacdes com 0s quimioterapicos.

Diante desse cenario, faz-se necessario o compromisso da nossa atuagdo, enquanto
pesquisadores da UFMA, em parceria com as autoridades competentes, na transposi¢cao
dos limites da pesquisa para a extensdo, contemplando desenvolvimento e ado¢do de
acoes efetivas de Farmacovigilancia na perspectiva de condutas educativas para garantia
do tratamento aos pacientes de cancer com seguranga, eficacia e qualidade.

Os resultados da pesquisa etnofarmacologica possibilitaram demonstrarmos,
ainda, que embora algumas espécies vegetais referidas na populagdo em estudo, ja
apresentem alguns estudos de investigacdo da atividade antitumoral, tais estudos sdo
pontuais e inconclusivos, comprovando a necessidade de estudos mais robustos, o que
deve estimular os estudos de validagao na area.

E, ainda, ratificando o tdo divulgado potencial da Etnofarmacologia na
contribuicao das investigagdes para Pesquisa e Desenvolvimento (P & D) como estratégia

mais promissora no dificil processo de selecdo de espécies vegetais para estudos de
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validagdo, foi possivel selecionarmos Kalanchoe daigremontiana para bioprospeccao,
representando espécie vegetal de grande ocorréncia e facil cultivo, com resultados
parciais, at¢ o momento, promissores de atividade antitumoral, indicando a necessidade
de continuidade dessa linha de pesquisa, quer na perspectiva de desenvolvimento de
fitoterapico ou de fitofarmaco.

Existe o reconhecimento que diante do universo representado pelos recursos
naturais de origem vegetal a serem explorados cientificamente e do longo caminho na
descoberta de novos medicamentos, quer fitoterapicos ou fitofarmacos, para o tratamento
eficaz e seguro do cancer, hda muito a ser realizado. Mas visando contribuir no
cumprimento das diversas etapas da P & D de novos agentes antitumorais, acreditamos
que este estudo apresenta uma abordagem para busca de novas alternativas, bem como

para minimizar riscos associados ao uso irracional.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O senhor(a) estd sendo convidado a participar da pesquisa intitulada “ESTUDO DE
VALIDACAO DE ESPECIES VEGETAIS DA FLORA MARANHENSE NA
TERAPEUTICA DO CANCER?, a ser realizada por Jéssyca Wan Lume da Silva Godinho, sob a
orientacdo da Professora Dr* Flavia Maria Mendon¢a do Amaral, da Universidade Federal do
Maranhao, que tem como objetivo principal desenvolver estudo de validacao de espécies vegetais
da flora maranhense para emprego como alternativa e/ou complemento terapéutico no tratamento do
cancer.

Nessa etapa da pesquisa, usaremos entrevistas em forma de perguntas, conversas informais e
observagoes; garantindo-se que nenhuma etapa ocasionara constrangimento ou embarago ao
entrevistado. Vale esclarecer que todas as técnicas a serem empregadas foram previamente
avaliadas e aprovadas por profissionais especializados na area.

Assegura-se que a identidade dos participantes sera confidencial e que os dados coletados
serdo utilizados exclusivamente para atender aos objetivos da pesquisa. A conduta de coleta que
serd através de um questionario, o qual foi elaborado sem inclusdo de perguntas pessoais e/ou
constrangedoras; portanto espera-se que os (as) entrevistados (as) ndo sofram riscos ou danos
morais e/ou pessoais. Mas, embora com o cuidado na elaboragdo desse instrumento, pode, sim,
ocorrer de algum entrevistado ndo se sentir & vontade ou constrangido para responder algum item
contemplado na entrevista. Sendo assim, o (a) senhor (a) tem a liberdade total de recusar a
participacdo ou retirar seu consentimento em qualquer fase da pesquisa. Ressalta-se também que o
(a) entrevistado (a) ndo tera qualquer custo financeiro diante da pesquisa.

Entre os beneficios, o desenvolvimento do estudo etnodirigido aqui proposto possibilitara
obtermos dados da(s) forma(s) de preparagao(des), a(s) parte(s) utilizada(s), forma de obtencao,
forma de preparacdo, origem da informa¢do, cuidados na guarda e conservagdo da(s)
preparagao(des) empregada(s) em cancer como alternativa e/ou complemento terapéutico,
conhecimento sobre possiveis efeitos colaterais e contraindicagdo; além dos dados socio-
econodmicos; possibilitando, assim, a caracterizacdo do uso de plantas na amostra em estudo. A
analise desses dados juntamente permitird o gerenciamento de acdes inter e multidisciplinares
relacionadas ao aproveitamento seguro e racional de plantas, com énfase na qualidade de vida da
populagao.

Os resultados poderdo ser publicados em revistas da area da saude assim como apresentados
em simposios e/ou congressos.

Garante-se ainda que, em qualquer etapa do estudo, os participantes terdo acesso aos
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. Ficam disponiveis os contatos
da pesquisadora responsavel Jéssyca Wan Lume da Silva Godinho e da Professora Dr* Flavia Maria
Mendonga do Amaral da Universidade Federal do Maranhdo. Havendo duvidas, questionamentos
e/ou dentincias, registra-se o endereco e telefone do Comité de Etica e Pesquisa da Universidade
Federal do Maranhdo, situado na Sala 07, Bloco C, CEB Velho, Campus Universitario do
Bacanga da UFMA (Telefone: 2109-8708).

Jéssyca Wan Lume da Silva Godinho Dr? Flavia Maria Mendonga do Amaral
(98)991541001 (98)981147738

Tendo recebido todas as informagdes necessarias, eu,

, RG n° , aceito de livre e

espontanea vontade, participar dessa pesquisa, ¢ informo que assinei e recebi a copia deste
documento.

Sdo Luis, de de 201 .




NUMERO DA ENTREVISTA:
DATA: / /

1 Dados do Usuario

1.1 Unidade de atendimento: [] publica [] privada [ filantropica
1.2 Sexo: [ feminino [} masculino

1.31dade: ~ anos

1.4 Bairro de residéncia:

1.5 Nivel de escolaridade:
1 1° grau incompleto [ 1° grau completo [ | 2° grau incompleto
"1 2° grau completo [ | superior incompleto [ superior completo

[] outro

1.6 Faixa salarial familiar:
[T menos de 2 salarios minimos [1 2 a 4 salarios minimos
[15 a 10 salarios minimos [ acima de 10 salarios minimos

1.7 Ja utilizou ou utiliza plantas para fins medicinais?
1 sim "Indo

Se sim, qual?

1.8 Ja utilizou ou utiliza alguma planta para tratamento do cancer?

[]sim [1nao

Se sim, qual?

1.9 Em caso negativo:

1.9.1 Por que nao utilizou?
"I ndo conhece [ | ndo acredita [ ] dificuldade de acesso
186 utiliza medicamento prescritos pelo médico

[Joutro

1.9.2 Embora ndo tenha utilizado vocé tem conhecimento de alguma planta para tratamento do cancer?

(] sim [l ndo

Se sim, qual?

(sendo a resposta do item 1.7 positiva, prosseguir com o questiondrio referente ao uso popular
terapéutico de plantas para tratamento do cdncer)




2 Dados sobre o uso popular de plantas para tratamento do cincer
2.1 Como obteve informagao sobre esse uso terapéutico da planta?

"] familia/amigos [ profissional da satide [ | meio de comunicacdo [] outros

2.2 Forma de preparacao utilizada:

2.3 Forma de obtengao:

2.4 Onde vocé adquiriu a planta?

"I mercado/feira livre [] farmécia/drogaria [ ervanaria [ outro

2.5 Vocé armazena a preparacao obtida?
I sim [Indo

Se sim, onde? [ na geladeira [ no armario [ outro

2.6 Em qual utensilio vocé costuma guardar a preparagao?
'l em latas [| em depositos de plasticos [| em depositos de vidro [| em qualquer recipiente

[] outro

2.7 Qual a frequéncia de emprego da preparagao?

711 vez por dia []2 vezes por dia []3 vezes por dia [ mais de 3 vezes por dia [ outro

2.8 Por quanto tempo continuo a planta (preparacao) foi utilizada?

dias semanas meses

2.9 Qual o nivel de satisfagdo com o efeito pretendido?

] 6timo "I bom "I ndo surtiu efeito
2.10 Quando vocé e/ou seu familiar utilizou a planta (preparagdo) foi percebido algum efeito
prejudicial & satde?

(] sim [1nao

Se sim, qual?

2.11  Vocé ja ouviu alguma referéncia sobre toxicidade, perigo ou risco no uso de plantas?
Tl sim _Indo

Se sim, qual?

2.12  Durante o periodo de utilizagdo da planta foi utilizado outro produto ao mesmo tempo?
] 'sim "Indo

Se sim, qual?

2.13 Durante o periodo de uso da planta para o tratamento do cancer foi feita alguma restricdo a
alimentos, bebidas, atividades fisicas ou outros?
[ sim ‘I ndo

Se sim, qual?
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ESTUDO DE VALIDAQAO DE ESPECIES VEGETAIS DA FLORA MARANHENSE NA
TERAPEUTICA DO CANCER

Pesquisador: FLAVIA MARIA MENDONGCA DO AMARAL
Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 02444017.6.0000.5087

Instituicao Proponente: Universidade Federal do Maranhao

Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DO MARANHAO -
FAPEMA

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.023.474

Apresentacao do Projeto:

O cancer é uma doencga multifatorial, constituido sério problema de saude publica mundial, sendo uma das
principais causas de morte em paises

desenvolvidos e em desenvolvimento; com estimativas de incidéncia e mortalidade crescentes para os
proximos anos. Embora com progressos

consideraveis na terapéutica anticancerigena, ainda sdo necessarios avangos na pesquisa e
desenvolvimento em busca de farmacos mais eficazes

e seguros. Na busca de novos compostos farmacologicamente ativos, os recursos naturais, especialmente
de origem vegetal, representam

importante fonte de drogas; sendo evidenciado que agentes anticancerigenos eficazes tem sido obtidos de
espécies vegetais; o que exige esforgos

e recursos no desenvolvimento dos estudos de validagao, principalmente das espécies de uso popular.
Nesse sentido, a abordagem

etnofarmacoldgica representa importante ferramenta para selecdo de espécies vegetais para esses estudos.
Desta forma, esta proposta objetiva

desenvolver estudo de validacdo de espécies vegetais da flora local empregadas popularmente no
tratamento do cancer pela populagcdo de Séo

Luis/Maranhao; visando contribuicdo na pesquisa e desenvolvimento de novas opgoes terapéuticas
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Bairro: Bloco C,Sala 7, Comité de Etica CEP: 65.080-040
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no tratamento do cancer. Para a coleta dos

dados etnofarmacoldgicos sera empregada amostra nao probabilistica de conveniéncia, com populag¢ao de
estudo composta por pacientes em

tratamento de cancer nos estabelecimentos com servigo especializado em todos os niveis de complexidade
de S&o Luis, sendo empregadas

entrevistas estruturadas, (com perguntas diretas, fechadas e abertas) e semi-estruturadas com foco na
abordagem das espécies vegetais utilizadas

popularmente na terapéutica anticancerigena. As espécies vegetais mais referidas de uso popular na
amostra em estudo serao selecionadas para

coleta em areas referidas de ocorréncia natural pelos entrevistados; seguida de identificagao botanica nos
herbarios e levantamento nas bases de

dados, monografias, dissertagbes e teses para anélise da concordancia do uso, potencial terapéutico,
toxicidade e interagdo. As cinco espécies com

potencial de avangar nos estudos de validacéo serdo submetidas a ensaios quimicos e fisico-quimicos de
caracterizagao, identificacéo e

doseamento dos constituintes quimicos e ensaios de avaliagao da atividade antitumoral com emprego de
diferentes linhagens de células. O

desenvolvimento desse projeto contemplara o incentivo a formagéo e capacitagdo dos recursos humanos
para o desenvolvimento de pesquisa,

tecnologia e inovagbes em fitoterapicos, com énfase na terapéutica anticancerigena, em atendimento as
determinagbes da Politica Nacional de

Saude.

Objetivo da Pesquisa:

Desenvolver estudo de validagédo de espécies vegetais da flora maranhense para emprego como alternativa
e/ou complemento terapéutico no

tratamento do cancer.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Considerando que o inquérito sera realizado utilizando como instrumento entrevistas estruturadas e nao
estruturadas com foco no uso popular medicinal de plantas para tratamento de cancer , através de um
questionario, o qual foi elaborado sem

inclusao de perguntas pessoais e/ou constrangedoras; espera-se que os entrevistados nao sofram

riscos ou danos morais e/ou pessoais. Mas, embora com o cuidado na elaboragéo desse
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instrumento, pode,

sim, ocorrer de algum entrevistado ndo se sentir a vontade ou constrangido para responder algum item
contemplado na entrevista. Vale lembrar, que o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido a ser entregue
aos individuos que concordarem em participacao da pesquisa ja esclarece quanto aos objetivos e
perspectivas, garantindo o compromisso dos pesquisadores na protecao da identidade,sem referéncia
pessoal a nome, data de nascimento, enderego entre outros; bem como a liberdade de desisténcia da
pesquisa a qualquer momento; minimizando, assim, riscos de constrangimento aos entrevistados.

O desenvolvimento do estudo etnodirigido aqui proposto possibilitara obtermos dados da(s) forma(s) de
preparacgao(des), a(s) parte(s) utilizada(s), forma de obtengao, forma de preparagéo, origem da informacgéo,
cuidados na guarda e conservagao da preparagdo a base de plantas para tratamento de céancer,
conhecimento sobre possiveis efeitos colaterais e

contra-indicagao; além dos dados sdécio-econdmicos; possibilitando, assim, a caracterizagao do

uso das espécies vegetais na amostra em estudo. A analise desses dados juntamente as analises quimicas
e biologicas permitira o gerenciamento

de acdes inter e multidisciplinares relacionadas ao aproveitamento seguro e racional desses

recursos como insumos na producao de fitoterapicos e cosméticos, enfocando a promocgao e apoio as
iniciativas de producgédo. Podendo contribuir

também com a melhoria da qualidade de vida da populagao.

Comentarios e Considerag6es sobre a Pesquisa:

O Estudo é relevante e factivel, pois compreender que o cancer é uma doenga multifatorial, constituido
sério problema de saude publica mundial, sendo uma das principais causas de morte em paises
desenvolvidos e em desenvolvimento; com estimativas de incidéncia e mortalidade crescentes para os
préoximos anos. Embora com progressos consideraveis na terapéutica anticancerigena, ainda séao
necessarios avangos na pesquisa e desenvolvimento em busca de farmacos mais eficazes e seguros. Na
busca de novos compostos farmacologicamente ativos, os recursos naturais, especialmente de origem
vegetal, representam importante fonte de drogas; sendo evidenciado que agentes anticancerigenos eficazes
tem sido obtidos de espécies vegetais; o
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que exige esforgos e recursos no desenvolvimento dos estudos de validagao, principalmente das espécies
de uso popular. Nesse sentido, a abordagem etnofarmacolégica representa importante ferramenta para
selecao de espécies vegetais para esses estudos.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:
Todos os termos obrigatério, foram apresentados.

Recomendacgoées:
sem recomendacgdes

Conclusoées ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoées:
O trabalho esta recomendado para aprovagao apds analise por este parecerista

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagées Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS DO P | 30/10/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 956072.pdf 14:49:23
Folha de Rosto FolhaDeRosto.pdf 30/10/2018 |Jéssyca Wan Lume Aceito
14:49:07 | da Silva Godinho

Declaragéo do TermoDeOutorgaFAPEMA .pdf 30/10/2018 |Jéssyca Wan Lume Aceito

Patrocinador 14:48:42 | da Silva Godinho

Outros TermolMOAB.pdf 30/10/2018 |Jéssyca Wan Lume Aceito
14:39:07 | da Silva Godinho

Outros TermoHG.pdf 30/10/2018 |Jéssyca Wan Lume Aceito
14:37:15 | da Silva Godinho
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Ethnopharmacological relevance

Cancer is the second leading cause of death worldwide and can be defined as the
abnormal growth of cells in a multistage process that usually progresses from a
precancerous lesion to a malignant tumor. Adherence to cancer treatment is hampered
by the high cost and adverse effects of drugs available on the market. Therefore,
Ethnopharmacology presents itself as an important tool for the selection of plant
species subject to validation studies in the search for new anticancer agents. Aim of
the study: Thus, the present article aims to select plant species with anticancer
potential through a literature review of ethnopharmacological studies

Materials and Methods

A survey of ethnopharmacological studies published from 2001 to 2020 in the PubMed,
Scielo, and VHL databases was carried out using as descriptors:
"Ethnopharmacological Survey", "Herbal Medicine", "Medicinal Plants", "Cancer",
"Neoplasm", and "Tumor". The documents found were analyzed according to pre-
established inclusion and exclusion criteria for the selection of the plant species most
often cited as anticancer. Subsequently, bibliographic evidence of their antitumor
potential validated the selected plant species.

Results

Ethnopharmacological studies found the frequent popular use of Zingiber officinale
Roscoe, Allium sativum L., Allium cepa L., and Aloe vera (L.) Burm. f. and Annona
muricata L. in the treatment of cancer. The bibliographic evidence showed that the
mentioned species are targets of several evaluation studies that prove their antitumor
activity, however, there is still no guarantee of safety, given the scarcity of clinical
studies.

Conclusion

Ethnopharmacology has proven to be an effective tool in the selection of potential
species with anticancer activities because it presents a high percentage of positivity in
tests investigating the efficacy of the plants most often mentioned by the population.
Despite this data, it was found that there is a lack of continuity in the studies regarding
the clinical phases, which hinders the development of new anti-cancer agents that can
be safely used by patients undergoing cancer treatment.
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