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RESUMO

Sida rhombifolia (Malvaceae) é uma planta conhecida popularmente no Brasil como
“matapasto”, “guaxuma” e “relógio”, sendo muito utilizada pela população indiana
para o tratamento de hipertensão, diabetes e gota. Dela já foram isolados
compostos alcaloides, como a criptolepinona e o sal de criptolepina, que
apresentaram atividade vasorrelaxante e antioxidante em ensaios não-clínicos em
roedores. A doxorrubicina (Doxo) é um antibiótico amplamente utilizado como
agente antineoplásico sendo tratamento de primeira escolha para tumores sólidos e
malignidades hematológicas. Porém, esse medicamento tem como um de seus
inúmeros efeitos colaterais os eventos cardiotóxicos. Nesse contexto, o
monitoramento clínico do quadro cardíaco desses pacientes é realizado por meio de
exames ecocardiográficos, a fim de analisar os efeitos cardiotóxicos e buscar
alternativas para melhorar o prognóstico. Portanto, o presente estudo busca avaliar
os efeitos toxicológicos e farmacológicos (como possível cardioproteção) da fração
de alcaloides obtida de Sida rhombifolia. Portanto, para o estudo in silico, foi
utilizada a ferramenta AdmetSAR para analisar os parâmetros farmacocinéticos dos
alcaloides. Para o in vivo, camundongos Swiss adultos (machos e fêmeas) foram
utilizados e tratados com a fração alcaloídica (FrAlc) na concentração de 200
mg/Kg, seguindo OCDE 407. Em dois grupos de animais, a cardiotoxicidade foi
induzida com administração de doxo em doses cumulativas semanais, durante
quatro semanas, concomitantemente ao uso da FrAlc. Avaliações de aspectos
toxicológicos, como peso e consumo, e avaliações ecocardiográficas foram
realizadas semanalmente. Como resultado, o estudo in silico serviu de base para a
compreensão de alguns aspectos e também gerou questões que foram sanadas ao
longo do trabalho. Devido aos registros ecocardiográficos não fornecerem
reconhecimento de padrões para verificar os efeitos cardiotóxicos causados pela
doxo, não foi possível observar se FrAlc (200 mg/kg) foi capaz de promover efeito
cardioprotetor, porém foi possível inferir que seu uso minimizou alguns eventos
induzidos por doxo. Observou-se também que o uso da FrAlc não apresentou
alterações clínicas relevantes ou óbitos, indicando baixa toxicidade. Assim, a FrAlc
demonstrou perspectivas favoráveis, toxicologicamente, o que a torna interessante
na terapêutica e disponível para novos estudos sobre seus efeitos farmacológicos,
principalmente no que diz respeito ao seu potencial antioxidante.

Palavras-chave: Sida rhombifolia, alcaloides, toxicologia, cardiotoxicidade,
doxorrubicina, AdmetSAR.
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ABSTRACT

Sida rhombifolia (Malvaceae) is a plant popularly known in Brazil as “matapasto”,
“guaxuma” and “relógio”, being widely used by the Indian population for the
treatment of high blood pressure, diabetes and gout. Alkaloid compounds have
already been isolated from it, such as cryptolepinone and cryptolepine salt, which
showed vasorelaxant and antioxidant activity in non-clinical trials in rodents.
Doxorubicin (Dox) is an antibiotic widely used as an antineoplastic agent, and is the
first-choice treatment for solid tumors and hematological malignancies. However, this
drug has cardiotoxic events as one of its numerous side effects. In this context,
clinical monitoring of the cardiac condition of these patients is carried out using
echocardiographic examinations in order to analyze the cardiotoxic effects and seek
alternatives to improve the prognosis. Therefore, the present study seeks to evaluate
the toxicological effects and pharmacological effects (such as possible
cardioprotection) of the alkaloid fraction obtained from Sida rhombifolia. Therefore,
for the in silico study, the AdmetSAR tool was used to analyze the pharmacokinetic
parameters of the alkaloids. For in vivo, adult Swiss mice (male and female) were
used and treated with the alkaloid fraction (FrAlc) at a concentration of 200 mg/Kg,
following OECD 407. In two groups of animals, cardiotoxicity was induced with
administration of doxo in weekly cumulative doses, for four weeks, concomitantly
with the use of FrAlc. Assessments of toxicological aspects, such as weight and
consumption, and echocardiographic assessments were carried out weekly. As a
result, the in silico study served as a basis for understanding some aspects and also
generated questions that were resolved throughout the work. Due to the
echocardiographic records not providing pattern recognition to verify the cardiotoxic
effects caused by doxo, it was not possible to observe whether FrAlc (200 mg/kg)
was capable of promoting a cardioprotective effect, however it was possible to infer
that its use minimized some doxo induced events. It was also observed that FrAlc
did not present relevant clinical changes or deaths, indicating low toxicity. Thus,
FrAlc demonstrated favorable prospects, toxicologically, which makes it interesting in
therapeutics and available for further studies on its pharmacological effects,
especially with regard to its antioxidant potential.

Keywords: Sida rhombifolia, alkaloids, toxicology, cardiotoxicity, doxorubicin,
AdmetSAR.

7



LISTA DE ABREVIATURAS
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FCA - Fase clorofórmica ácida
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VIA IP - Via de administração intraperitoneal
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1. INTRODUÇÃO

Historicamente, diversas civilizações sempre buscaram uma forma de tratar

suas doenças. A maioria delas buscava, na natureza, plantas com propriedades

curativas (IJAZ et al., 2018). O uso de plantas para fins medicinais, passado de

geração em geração, produziu o que, hoje, conhecemos como etnofarmacologia e,

ela tem nos possibilitado a descoberta de novos fármacos a partir de diversas

hipóteses levantadas, relacionadas às atividades farmacológicas de algumas

plantas, relatadas pelo conhecimento popular (MACHADO, 2004).

Os produtos naturais têm sido considerados uma fonte de recursos para a

descoberta de novos medicamentos (HARVEY; EDRADA-EBEL; QUINN, 2015).

Eles apresentam vantagens em relação aos compostos sintéticos, uma vez que não

apenas demonstram atividade biológica, mas também são suscetíveis a serem

substratos de um ou mais dos vários sistemas de transportadores que direcionam

os compostos para seus locais de ação intracelular (HERT et al., 2009). Ao longo

dos anos, o conhecimento etnofarmacológico tem desempenhado um papel crucial

na identificação e no desenvolvimento dessas novas substâncias bioativas,

provenientes de fontes naturais, com o objetivo de contribuir para a criação de

novas formulações medicamentosas (MACHADO, 2004).

O Brasil é um país rico em diversidade botânica, abrigando uma vasta gama

de espécies vegetais. No entanto, apenas cerca de um quarto desse elenco,

composto por aproximadamente 55 mil espécies, foi catalogado até o momento.

Além disso, é digno de destaque que o número de espécies de plantas em

investigação para fins medicinais ainda é consideravelmente limitado (DI STASI,

1996). É importante ressaltar que qualquer droga vegetal que contenha substância

com potencial terapêutico, em sua composição, pode servir como ponto de partida

para a síntese de produtos químicos e farmacêuticos, sendo assim, considerada

como uma planta medicinal (BRASIL, 2011).

A composição das plantas abriga uma ampla gama de metabólitos, que

podem ser classificados em primários e secundários. No que diz respeito aos

metabólitos secundários e os efeitos farmacológicos que eles trazem consigo,

destacam-se os alcaloides. Estes, formam um grupo de metabólitos nitrogenados,

notadamente heterogêneos, caracterizados intrinsecamente por sua basicidade,

dependendo da disponibilidade de par de elétrons do nitrogênio, podendo fornecer
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caráter ácido quando o nitrogênio é quaternário. Além disso, esses compostos

possuem uma ampla gama de ações farmacológicas (SBF, 2009).

A fitoterapia é uma realidade presente na sociedade brasileira atualmente, e

a criação de um marco regulatório de desempenho continua desempenhando um

papel fundamental em sua consolidação. Diversas normas já foram promulgadas,

tanto para atualizar as existentes quanto para introduzir novos conceitos ao conjunto

normativo existente. Destaca-se, portanto, a RDC nº 14, da Agência Nacional de

Vigilância Sanitária (ANVISA), publicada em 31 de março de 2010, que estabelece

os requisitos mínimos para o registro de medicamentos fitoterápicos. Esta norma

trouxe como principal alteração o resgate da inclusão de medicamentos vegetais

como objetos de registro fitoterápico, exigindo um rigor maior na comprovação da

segurança e eficácia desses medicamentos, considerando aspectos como controle

de qualidade, eficácia, riscos de uso, reprodutibilidade e qualidade (BRASIL, 2010).

Alguns medicamentos registrados pelos órgãos reguladores no período de

1981 a 2014 revelam que 33% deles tiveram sua origem a partir de fitoterápicos,

são eles os fitofármacos, substâncias isoladas provenientes de produtos naturais ou

derivados destes, com estrutura química e atividade farmacológica definida

(NEWMAN & CRAGG, 2016). Na área oncológica, como exemplo, das 175

pequenas moléculas aprovadas, 131 (75%) são de origem natural ou derivadas

diretamente de fontes naturais (NEWMAN & CRAGG, 2016), dentre essas

moléculas a doxorrubicina exerce importantes papéis terapêuticos.

A doxorrubicina, uma antraciclina isolada do fungo Streptomyces peucetius,

tem sido amplamente empregada como agente antineoplásico no tratamento de

tumores sólidos e neoplasias hematológicas. Apesar de fornecer efeitos

terapêuticos no combate ao câncer, a doxorrubicina apresenta como principal efeito

colateral: a cardiotoxicidade. Essa cardiotoxicidade pode ser aguda, subaguda,

crônica ou tardia (MINOTTI et al., 2004; FERREIRA et al., 2007; MATSUBARA &

FERREIRA, 2005). Na prática clínica é bastante comum a utilização de certos

medicamentos com propriedades vasorelaxantes, antiarrítmicos e na protecção

cardíaca após enfarte do miocárdio, como, por exemplo, os bloqueadores

beta-adrenérgicos (MALBOUISSON et al., 2005).

Diversas plantas podem ser utilizadas para o tratamento de problemas de

saúde relacionados ao coração. A Sida rhombifolia (Malvaceae), é uma planta

popularmente conhecida no Brasil como “matapasto”, “guaxuma” e “relógio”,
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bastante usada pela população indiana para o tratamento da hipertensão arterial,

diabetes e gota (THOUNAOJAM, et al., 2009; ISWANTINI, et al., 2009). Desta

forma, foram extraídos compostos que possuem potencial atividade vasorelaxante e

antioxidante em modelos de roedores: criptolepinona, sal de criptolepina e

quindolina (CHAVES et al., 2017).

Uma abordagem em ascensão que visa prever a toxicidade de compostos,

como a criptolepinona e o sal de criptolepina nos ecossistemas, poupando tempo e

recursos, além de contornar questões éticas, é a utilização de metodologias in silico.

O termo "in silico" sugere simulações computacionais como referência a

experimentos biológicos. Essa modelagem representa um avanço significativo nos

estudos toxicológicos, ela serve de base para os estudos toxicológicos,

especialmente na predição de riscos, utilizando uma variedade de abordagens

metodológicas, como o admetSAR (ALVES, et al., 2023).

Tendo em vista que o desequilíbrio entre os sistemas antioxidantes e a

produção de compostos oxidativos pode levar o organismo ao estresse oxidativo,

e este relaciona-se à patogênese de várias doenças crônicas, inflamatórias e

cardiovasculares (SILVA et al., 2006). Alguns estudos indicam que substâncias

antioxidantes podem ter a capacidade de promover a inibição ou melhora da

cardiotoxicidade por antraciclinas (GRANADOS-PRINCIPAL et al., 2010). No

entanto, até agora não há experimentos conclusivos nessa área, sobretudo

quanto ao uso de alcaloides para prevenir a cardiomiopatia induzida por

doxorrubicina.

Contudo, devido ao potencial farmacológico encontrado nos alcaloides da

Sida rhombifolia, que indicam um efeito vasorrelaxante e antioxidante, surge a

iniciativa em testá-los, toxicologicamente e farmacologicamente, na perspectiva

da prospecção de um medicamento fitoterápico com atividade cardioprotetora

(FERRO, DM 2019).

Portanto, o presente projeto de pesquisa teve como um de seus objetivos,

avaliar a atividade cardioprotetora da fração alcaloidica da Sida rhombifolia, bem

como a toxicidade subcrônica da fração. Para a avaliação foi induzida a

cardiotoxicidade pela dox seguida do tratamento com a FrAlc e avaliação por

ecocardiografia utilizando os parâmetros com base no ventrículo esquerdo,

demonstrado pela figura 1.
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Figura 1. Desenho experimental para a avaliação ecocardiográfica.

Fonte: Labetox, 2022.

2. HIPÓTESES

➔ A fração de alcaloides da Sida rhombifolia apresentará efeitos tóxicos

relevantes?

H1: Não, ela não apresentará efeitos tóxicos relevantes.

H0: Sim, ela apresentará efeitos tóxicos relevantes.

➔ O uso de compostos alcaloides com potencial antioxidante, nesse caso, a

fração alcaloídica da Sida, poderá reduzir os efeitos cardiotóxicos induzidos

pela doxorrubicina e promover cardioproteção?

H1: Sim, ela será capaz de reduzir.

H0: Não, ela não reduzirá.

3. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA

3.1 Alcaloides e Plantas medicinais

Dentre os metabólitos secundários presentes nas plantas, estão os os

alcalóides. Estes, representam 20% dos metabólitos nitrogenados descritos e

constituem um grupo heterogêneo de compostos com estruturas complexas, de

caráter básico, geralmente constituídos de carbono, hidrogênio e nitrogênio, este

14



último frequentemente incorporado em anéis heterocíclicos, muitas vezes

oxigenados. Alguns autores limitam a definição de alcaloides e compostos com

nitrogênio em anéis heterocíclicos, enquanto os proto-alcaloides incluem aqueles

com nitrogênio em cadeias laterais acíclicas. A biogênese desses compostos

geralmente tem origem em aminoácidos, embora alguns alcaloides tenham outras

origens, como a terpênica ou do acetato. Além disso, eles podem exibir uma notável

atividade farmacológica ou toxicológica (Adaptado de: HAJJAR et al., 2020;

CABRAL; PITA, 2015; PAGARE et al., 2015).

Os alcaloides podem ser classificados de acordo com o vegetal ou a família

da qual se origina; segundo a sua biossíntese, a qual envolve três classes: os

alcalóides verdadeiros, os protoalcalóides e os pseudoalcalóides; a partir da sua

estrutura química, que se caracteriza diante do sistema heterocíclico, número de

ligações ao nitrogênio e função química que possuem; e pelas atividades

farmacológicas que promovem em determinados sistemas fisiológicos (FISCHER,

2016), a exemplo das figuras 2 (a) e (b) e a figura 3, logo abaixo.

Figuras 2 (a) e (b). Representação de alcaloides verdadeiros, derivados de
aminoácidos, contendo um átomo de nitrogênio em anel heterocíclico.

Imagem (2a) - Estrutura química da morfina.
Fonte: Gratispng.com - Acesso em 28/11/2023.
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Imagem (2b) - Estrutura química da cafeína.
Fonte: pngwing.com - Acesso em 28/11/2023.

Figura 3. Representação da estrutura química da mescalina, como exemplo de um
proto-alcalóide, o qual se apresenta, de maneira geral, como um composto que
contém um átomo de nitrogênio não pertencente a um sistema heterocíclico,

caracterizando-se como uma amina simples.

Fonte: pngwing.com - Acesso em 28/11/2023.

Na imagem a seguir (figura 4), há uma representação dos pseudoalcaloides,

compostos nitrogenados não derivados de aminoácidos, com o átomo de nitrogênio

em anel heterocíclico, ou não. São conhecidos assim, pois possuem as

características dos alcaloides, mas são originados a partir do metabolismo dos

terpenos ou do acetato.
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Figura 4. Na imagem, a Aconitina, originada do Acônito (Aconitum napellus) pelo
metabolismo dos terpenos.

Fonte: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Aconitine_new.png - Acesso em
28/11/2023.

Quadro 1. Representação da classificação química, em função do sistema
heterocíclico.

Fonte: Fischer, 2016 - FCF/USP.
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Os alcalóides são encontrados, predominantemente, associados aos ácidos

orgânicos. A sua solubilidade vai variar de acordo com a forma encontrada. Quando

associado aos ácidos orgânicos, são insolúveis em meio aquoso e solúveis em

solventes orgânicos. Quando na forma de um sal, são solúveis em meio aquoso e,

insolúveis em solventes orgânicos. Mesmo apresentando caráter básico, no geral, o

grau de basicidade destes alcaloides pode ser variável, a depender da

disponibilidade do par de elétrons do nitrogênio (figura 5). Logo, poderá apresentar

caráter ácido quando o nitrogênio for quaternário (Rev. Bras. Farmacogn., 2013).

Figura 5. Variação no grau de basicidade do alcalóide, diante do par de elétrons
livres do nitrogênio.

Fonte: Fischer, 2016 - FCF/USP.

Atualmente, encontramos uma diversidade de substâncias alcaloídicas com

múltiplas atividades farmacológicas, alvo de pesquisas médicas. Desde o século

XIX, após Friedrich Sertürner isolar a morfina do Papaver somniferum, diversos

alcaloides também foram descobertos, como a atropina, a reserpina, entre outros.

Ao longo dos anos, avanços tecnológicos e novas técnicas fitoquímicas permitiram o

isolamento e a descoberta de novas substâncias ativas, advindas de plantas, muitas

das quais tornaram-se fármacos ou serviram como base para a síntese de

derivados. Até agora, aproximadamente 27.683 alcaloides foram identificados,

desempenhando papel vital na sociedade como antimaláricos, anti-hipertensivos e

tratamentos para asma. Dentre esses, cerca de 200 são comercializados

internacionalmente (AMIRKIA; HEINRICH, 2014).
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Figura 6. Estrutura da reserpina

Fonte: Gratispng.com - Acesso em 28/11/2023.

3.2 Sida sp: classificação sistemática

O conhecimento sobre as plantas vem evoluindo com o passar dos anos e,

junto a ele o uso destas para fins medicinais, sendo ainda a primeira escolha

terapêutica em determinadas comunidades. Estudar plantas, conhecer sobre os

metabólitos secundários presentes nela e observar os efeitos farmacológicos,

positivos ou não, gerados por estes metabólitos é algo que desperta o interesse da

classe pesquisadora, dentre eles farmacêuticos, médicos, botânicos e até os órgãos

governamentais. Trata-se do incentivo à fitoterapia e reconhecimento do uso das

plantas medicinais, já proposto pela OMS desde 1978 (VEIGA, et al., 2005;

CHAVES et al., 2012; PEREIRA, 2012).

O Brasil possui uma diversidade de plantas, no entanto, apenas cerca de um

quarto desse elenco (≈ 55 mil espécies) são conhecidas. Ainda assim, o número de

espécies que são estudadas para fins medicinais é muito reduzido,

aproximadamente 5.000 espécies (DI STASI, 1996; PUPO e GALO, 2007). Dentre

as plantas mais estudadas no país, estão a família Malvaceae (CHAVES et al.,

2013).

A família Malvaceae possui uma diversidade de plantas com propriedades

terapêuticas importantes, devido à presença de metabólitos biologicamente ativos,

na sua composição, dentre elas estão os gêneros Hibiscus, Sida, Pavonia,

Abutilon, Nototriche, Cristaria e Gossypium (STEVENS, 2003;

SUNDARAGANAPATHY et al., 2013). Nativo do Brasil, o gênero Sida sp. da família

Malvaceae, possui aproximadamente 250 espécies distintas, das quais muitas
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delas estão distribuídas por diversos países e, sendo utilizadas no tratamento de

alguns distúrbios de saúde (FRYXELL, 1985; FUERTES, 1993; BOVINI, 2015;

DINDA B et al., 2015).

Figura 7. Distribuição das Malvaceae no mundo.

Fonte: www.tropicos.org - adaptado de CHAVES et al., 2013.

Figura 8. Distribuição do gênero Sida sp. no mundo.

Fonte: www.discoverlife.org - adaptado de CHAVES et al., 2013.

Muitas espécies do gênero Sida sp. vêm ganhando importância no cenário

mundial, sendo usada na medicina popular para finalidades terapêuticas distintas.

Como por exemplo, em Madagascar e Camarões, com propriedades

antissépticas, para tratamento de úlceras, abscessos e furúnculos (cataplasma);

na Índia como afrodisíaco, diurético, no tratamento de disenterias, gota,

tuberculose (infusão das folhas), é também usada nos sintomas de febre, doenças

cardíacas e alguns casos de inflamação ou como antídoto para o veneno da

serpente Bothrops atrox (raiz e caule) (ECHOU et al, 1996; DRURY, 1998;

EKRAMUL et al., 2000; NOUMI & YOMI, 2001; OTERO et al., 2000).

A Sida rhombifolia L. (Malvaceae), conhecida popularmente no Brasil como
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"matapasto", "guaxuma" e "relógio", é amplamente utilizada pela população indiana

para tratar a hipertensão arterial, diabetes e gota (THOUNAOJAM, et al., 2009;

ISWANTINI, et al., 2009). Estudos anteriores avaliaram, inclusive, a atividade dela

na inibição da xantina oxidase (ISWANTINI, et al., 2009).

Figuras 9 (a), (b) e (c) - Imagens da Sida rhombifolia L.

Figura 9a
Fonte: Flora digital - UFSC, 2023 - De Daniel Grasel.
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Figura 9b
Fonte: Flora digital - UFSC, 2014 - De João Augusto Bagatini.

Figura 9c
Fonte: Flora digital - UFSC, 2014 - De João Augusto Bagatini.
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3.2.1 Alcaloides da Sida rhombifolia

Recentemente, em estudos desenvolvidos por um grupo de pesquisadores da

Universidade Federal da Paraíba (UFPB), foram isolados da Sida rhombifolia alguns

alcaloides com potencial farmacológico. Ao serem testados, demonstraram atividade

antioxidante e vasorelaxante dependente de endotélio, em artérias mesentéricas

isoladas de roedores. Os alcaloides indoquinolínicos, isolados da S. rhombifolia,

foram a criptolepinona e o sal de criptolepina (CHAVES et. al., 2013; 2017).

Nesse contexto, observando os estudos toxicológicos (agudo e crônico) com o

extrato etanólico bruto (EEB) de Sida rhombifolia, bem como o estudo toxicológico

de suas frações, dentre elas, a fração hidroalcoólica, a qual é necessária para que

se origine a fração alcaloídica (RAMALHO, 2019), além das considerações sobre a

atividade vasorrelaxante dos alcaloides de indoquinolina (CHAVES, 2013; 2017)

surgiu a necessidade de se realizar mais estudos farmacológicos com suas

respectivas frações para uma melhor análise dos seus respectivos efeitos.

Sendo assim, a fração alcaloidica da S. rhombifolia, nosso objeto de estudo,

obtida através do EEB das partes aéreas da planta e, testada para a presença de

alcaloides com os reagentes Dragendorff e Bouchardat, irá conter os alcaloides

criptolepinona e o sal de criptolepina, já mencionados anteriormente (CHAVES et.

al., 2013).

Figura 10. Estruturas químicas dos alcaloides bioativos encontrados em Sida
rhombifolia.
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Sal de Criptolepina

Fonte: CHAVES et al., 2013.

3.3 Doenças cardiovasculares e a Cardiotoxicidade

No cenário brasileiro, as doenças cardiovasculares (DCV) são especificamente

uma parcela alarmante, representando 27% do total de óbitos e estabelecendo-se

como a principal causa de morte na população do país (Oliveira et al., 2020). De

acordo com a Sociedade Brasileira de Cardiologia (SBC), as doenças

cardiovasculares são uma das causas de morte no Brasil e no mundo, levando ao

aumento da morbidade e ao ano de vida ajustado por incapacidade (DALY)

(PRÉCOMA et al., 2019).

As taxas de morbidade e mortalidade são elevadas, impactando cerca de 1,2

bilhão de indivíduos em todo o mundo. Surpreendentemente, apenas 14%

conseguem manter essas condições sob controle, e a prevalência aumenta

significativamente com o avanço da idade, resultando na morte prematura de

milhões de pessoas a cada ano (OMS, 2022). As doenças cardiovasculares são um

grupo de condições que afetam o coração e os vasos sanguíneos, incluindo

doenças como hipertensão, aterosclerose, infarto do miocárdio e insuficiência

cardíaca e, por isso, são considerados as principais causas de morbidade e

mortalidade no mundo (OPRAIL et al., 2019).

A cardiotoxicidade está vinculada a danos progressivos na função e na

estrutura cardíaca (WU et al., 2017). O coração passa por um processo de

remodelação estrutural e funcional em decorrência de diversos estímulos, sejam
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eles fisiológicos ou patológicos. Essas modificações são consideradas patológicas

quando ocorrem em resposta a condições como hipertensão, isquemia, danos

decorrentes de isquemia/reperfusão, estresse, hiper-ativação neuro-hormonal e

sobrecarga pós-carga (WU et al., 2017).

Inicialmente, as alterações são uma resposta adaptativa do coração para se

adaptar ao estresse hemodinâmico. Entretanto, a elevação crônica de pressão,

dentre outros sinais, leva ao remodelamento cardíaco patológico (GOLDSMITH;

BORG, 2002; PORTER; TURNER, 2009; SOUDERS et al., 2012; WORONIECKI et

al., 2017). Este remodelamento patológico é inicialmente desencadeado com o

objetivo de mitigar o estresse na parede ventricular, buscando preservar

temporariamente a função cardíaca. Gradualmente, esse processo evolui para uma

sequência de modificações que culminam em insuficiências cardíacas e,

eventualmente, resultam em óbito (NAKAMURA; SADOSHIMA, 2018).

Dentre as primeiras manifestações visíveis de danos cardíacos, incluem-se a

hipertrofia do ventrículo esquerdo (HVE) e o comprometimento da função ventricular

(FU et al., 2014; MESSERLI; RIMOLDI; BANGALORE, 2017). A hipertrofia

ventricular esquerda (HVE) surge como uma resposta característica à sobrecarga

de pressão ou a estados patológicos que intensificam o estresse na parede cardíaca

(SOUDIERS et al., 2012). Com a manutenção prolongada desta sobrecarga, a

disfunção ventricular avança, resultando no desenvolvimento de um remodelamento

concêntrico do ventrículo esquerdo. Além disso, é importante salientar que a HVE

está associada a hipertrofia dos cardiomiócitos e, normalmente está associado a um

aumento da espessura do ventrículo (MESSERLI; RIMOLDI; BANGALORE, 2017a;

NAKAMURA; SADOSHIMA, 2018; SHIMUZI; MINAMINO, 2016; WU et al., 2017).

Pacientes em tratamento oncológico experimentaram eventos adversos que

impactam diretamente sobre o sistema cardiovascular devido às terapias

quimioterápicas. É natural, portanto, que os indivíduos ao enfrentarem esse

diagnóstico e iniciarem o tratamento antineoplásico tornem-se suscetíveis a uma

variedade de efeitos colaterais. Dessa forma, a cardiotoxicidade decorrente do uso

de certos agentes quimioterápicos emerge como um dos fatores de risco associados

ao tratamento, exigindo uma monitorização constante e análise cuidadosa,

considerando o estado clínico do paciente (KALIL et al., 2011).
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3.4 Antraciclinas: Mecanismos de ação e a cardiotoxicidade

As antraciclinas são uma classe de antibióticos antitumorais que têm

propriedades citotóxicas, sendo frequentemente utilizadas como agentes

quimioterápicos no tratamento de diversos tipos de câncer, incluindo câncer de

mama, leucemia e linfoma. Exemplos de antraciclinas são a doxorrubicina,

daunorrubicina, epirrubicina, mitoxantrona e idarrubicina. Essas substâncias

funcionam interferindo com a replicação do DNA e a síntese de RNA nas células

cancerosas, inibindo assim seu crescimento e proliferação. E, apesar de sua

eficácia no tratamento do câncer, as antraciclinas podem causar efeitos colaterais

significativos, especialmente cardiotoxicidade, o que limita sua utilização em alguns

casos (Cruz, M. et al., 2016).

Estudos mostram que existem três tipos de mecanismos de ação distintos,

para esses fármacos. O principal e mais relevante envolve a inibição da enzima

topoisomerase II, impedindo a replicação do DNA, e resultando na quebra dos

filamentos na fita de DNA. O segundo mecanismo se dá pela modificação da fluidez

e transporte de íons na membrana celular, comprometendo a atividade celular. O

terceiro e último mecanismo ocorre por estresse oxidativo, pela promoção da

síntese de radicais livres de oxigênio e peroxidação lipídica, desencadeados por

uma reação enzimática, ocasionando danos no DNA (ALMEIDA et al., 2005;

ARMENIAN; BHATIA, 2018). Ainda assim, a ciência, apesar de muito avançada

quanto ao conhecimento sobre a cardiotoxicidade gerada pelas antraciclinas, não

traz exatidão sobre o mecanismo pelo qual ocorre a indução desse efeito

(AGUNBIADE; ZAGHLOL; BARAC, 2019).

Inúmeras já foram as teorias sobre o mecanismo da toxicidade miocárdica

induzida pelas antraciclinas. Desde a inibição da replicação de DNA e transcrição

de RNA, ao dano do DNA causado por radicais livres, peroxidação lipídica e

alquilação ou uma inibição da topoisomerase II, entre outras hipóteses (WANG et

al., 2021). Em 1976, acreditava-se que a ligação da doxorrubicina ao DNA da

célula cardíaca promoveu alteração na síntese proteica e consequentes

alterações funcionais e estruturais nos cardiomiócitos. Tal fato foi observado em

um estudo, no qual, após 14 horas de administração do fármaco, foram

registradas áreas de degeneração focal, caracterizadas por lesão mitocondrial e

alargamento das cisternas do retículo sarcoplasmático
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(LAMBERTENGHI-DELILIERS et al., 1976).

Atualmente, a teoria sobre o mecanismo da cardiomiopatia induzida pelas

antraciclinas está sendo amplamente associada ao impacto significativo que

essas substâncias exercem sobre a respiração mitocondrial e a integridade dos

cardiomiócitos, promovendo a geração de espécies reativas de oxigênio (EROs)

(SCHIRONE; TOLDO; CIANFLONE; SALA; GRECO, 2022). As EROs promovem

danos à membrana celular cardíaca, alterando a sua permeabilidade. Essa

alteração interfere no metabolismo do cálcio intracelular, levando a um aumento

na concentração desse íon. Esse processo ativa mecanismos que desencadeiam

peroxidação lipídica, modificações na permeabilidade da membrana celular e

danos ao DNA/RNA, resultando em apoptose celular e formação de tecido fibroso

(AGUNBIADE; ZAGHLOL; BARAC, 2019).

Além disso, as EROs podem interagir com DNA mitocondrial, entre outros,

impactando a função mitocondrial e diminuindo as reservas de energia celular. A

elevada concentração de mitocôndrias nos miócitos cardíacos, combinada com a

capacidade de aumentar sua produção em resposta à hipertrofia, pode predispor o

coração à uma maior toxicidade que outros tecidos corporais (AGUNBIADE;

ZAGHLOL; BARAC, 2019).

Efeitos agudos ou subagudos da quimioterapia com as antraciclinas podem

incluir alterações cardíacas temporárias, como arritmias e disfunção ventricular,

detectáveis por eletrocardiografias. Esses eventos podem ocorrer desde o início do

tratamento até duas semanas após a sua conclusão, são relativamente raros e,

podem ser reversíveis após a interrupção do tratamento. A cardiotoxicidade crônica,

manifestando-se precocemente ou tardiamente após a quimioterapia, pode levar à

disfunção cardíaca grave e até mesmo à morte. Embora alguns estudos sugiram a

possibilidade de prever o risco e a gravidade da disfunção ventricular através de

lesões agudas no miocárdio, a relação entre a toxicidade aguda e crônica ainda não

está totalmente esclarecida. O diagnóstico de disfunção cardíaca relacionada à

terapia oncológica é geralmente baseado na avaliação de sintomas, exames físicos,

exames clínicos e parâmetros de função ventricular (LANCELLOTTI P. et al., 2015;

CARDINALE D. et al., 2000; ALBINI A. et al., 2010; PLANA JC. et al., 2014).

Existem fatores de risco que podem aumentar a predisposição à

cardiotoxicidade causada por essa categoria. Estes podem estar associados a dose

cumulativa do medicamento, a taxa de infusão, a combinação com outras
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substâncias tóxicas, o sexo (feminino), a faixa etária (18 a 65 anos), distúrbios

eletrolíticos como hipocalcemia e hipomagnesemia e a existência de condições

cardiovasculares preexistentes (ADÃO et al., 2012 e 2013; HAJJAR et al., 2020).

Figura 11. Mecanismos de ação referente às lesões causadas pelas antraciclinas
nas células cardíacas.

Legenda: O modelo clássico de cardiotoxicidade das antraciclinas envolve a
geração de espécies reativas de oxigênio (ERO) pela porção quinona comum a
todas as antraciclinas. Um modelo alternativo, apoiado por um estudo de Zhang
(Zhang et al., 2012), postula que a toxicidade é causada pela inibição da função da
topoisomerase II beta (TOP2B) pelas antraciclinas. Sem TOP2B funcional, ocorrem
quebras de DNA de fita dupla, levando a eventos como a ativação da proteína
supressora de tumor p53, disfunção mitocondrial e geração de ERO que resultam
na morte de células cardíacas. Na imagem, as atividades de PGC1- α e PGC1- β
descritas, foram reduzidas. Estes, são coativadores 1 α e 1 β do receptor ativado
por proliferador de peroxissoma, que estimulam a biogênese mitocondrial, entre
outras funções. (Fonte: Sawyer, 2013).
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3.4.1 Doxorrubicina e a Cardiotoxicidade

O cloridrato de doxorrubicina ou adriamicina (figura 12) é uma substância

obtida e isolada de culturas de Streptomyces peucetius var. caesius, representando

uma das primeiras antraciclinas que, até hoje, mantém sua relevância na oncologia.

Atualmente, ela desempenha um papel fundamental como agente antineoplásico no

tratamento de tumores sólidos e neoplasias sanguíneas, demonstrando resultados

significativos. Entretanto, apesar de sua eficácia no combate ao câncer, a

doxorrubicina acarreta como efeito colateral predominantemente a cardiotoxicidade

(MINOTTI et al., 2004; FERREIRA et al., 2007; MATSUBARA & FERREIRA, 2005).

Esse aspecto limita seu uso, uma vez que tal efeito adverso pode resultar em

complicações fatais para os pacientes. Sendo assim, como complemento ao

tratamento, exames de ecocardiografia são trabalhados para monitorar a

progressão da cardiotoxicidade (WALKER, 2013; WANG et al., 2021).

Figura 12. Estrutura química da Doxorrubicina.

Fonte: https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=4150016 - Acesso em
28/11/2023.

A toxicidade cardíaca, que pode ocorrer de três formas: crônica, subaguda

e aguda. Na sua forma crônica, pode manifestar-se com quadro clínico típico de

insuficiência cardíaca, o qual se desenvolve de semanas a meses após o término

da quimioterapia, apresentando-se em pacientes que receberam uma dose total

maior que 550 mg/m². A cardiotoxicidade é uma das formas de toxicidade crônica

mais conhecida e estudada, devido às repercussões clínicas importantes. Embora

mais rara, a toxicidade cardíaca subaguda é descrita como ocorrendo em dias a

semanas, e manifesta-se como pericardite e/ou miocardite (STEINHERTZ et al.,

1991).
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A toxicidade aguda, por sua vez, ocorre durante o tratamento e pode, por

vezes, ser assintomática. Quando se manifesta clinicamente são observadas

alterações eletrocardiográficas, como alterações inespecíficas da repolarização

ventricular, complexos de baixa voltagem, taquicardia sinusal, extra-sístoles

ventriculares e supraventriculares e prolongamento do segmento QT (VILLANI et

al., 1985). Essas alterações inespecíficas não implicam, necessariamente, na

suspensão do tratamento. Recentemente, em análises dos efeitos agudos, por

ecocardiografia, observou-se a ocorrência de disfunção ventricular sistólica e

diastólica induzidas pela doxorrubicina (SOUZA, et. al., 2009).

Assim sendo, pensando em prevenir a morte de cardiomiócitos e preservar

a função cardíaca no tratamento para a cardiotoxicidade, pesquisas mostram que

há um enorme interesse no uso de produtos naturais com finalidades terapêuticas,

para o manejo de doenças cardiovasculares e a preservação do desempenho

cardíaco (MALBOUISSON et al., 2005; MITRĘGA et al., 2017; HAN, et al., 2017).

3.5 Bioprospecção de Produtos Vegetais e Estudos Toxicológicos

O desenvolvimento de drogas tem como objetivo desenvolver um novo

fármaco para o mercado onde envolve a descoberta de novas fontes ou síntese,

desenvolvimento de estudos não clínicos (avaliações químicas, biológicas,

farmacológicas, toxicológicas, segurança), desenvolvimento de estudos clínicos

(fase I a III), lançamento no mercado e pós-comercialização. As informações

obtidas por todos esses processos ajudam a indústria farmacêutica a desenvolver

um medicamento mais seguro e eficaz (FDA, 2016; PhPHARMA, 2016).
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Os estudos de toxicologia no processo de descoberta de medicamentos são

utilizados para avaliar a segurança de futuros candidatos a novos fármacos. A

finalidade é conseguir respostas em animais para que se possa ter uma

compreensão dos riscos aos seres humanos. A segurança é fundamental desde o

processo de seleção de candidatos a novos fármacos até passarem por testes

clínicos (SOST, 2006; PARASURAMAN, 2011).

Durante testes de toxicidade não clínica, investigações sobre os efeitos

farmacológicos e a toxicidade dos candidatos a fármacos devem ser efetuados,

bem como a investigação sobre a absorção e metabolismo, a toxicidade dos

metabólitos das drogas, volume de distribuição e a velocidade de excreção da

droga e de seus metabólitos. Esses estudos são utilizados para selecionar drogas

para os estudos clínicos de fase I, fornecendo informações sobre possíveis efeitos

secundários minimizando o risco de estes efeitos aparecerem em ensaios clínicos

(DE BRUIN et al., 2009).

No campo da toxicologia, os modelos in vivo e in vitro são comumente

reconhecidos como abordagens convencionais para avaliar a toxicidade de produtos

químicos em organismos vivos. Os dados obtidos desses modelos nos fornecem

informações sobre exposição em contextos de uso e consumo humano. No entanto,

esses métodos apresentam limitações devido às diferenças no comportamento,

fisiologia e ambiente, tanto entre animais quanto em humanos (BLAAUBOER, 2017;

HARTUNG, T.; GEORGE D., 2009).

Uma abordagem em ascensão que visa prever a toxicidade de compostos

químicos nos ecossistemas, poupando tempo e recursos, além de contornar

questões éticas, é a utilização de metodologias in silico. O termo "in silico" sugere

simulações computacionais como referência a experimentos biológicos. Essa

modelagem representa um avanço significativo nos estudos toxicológicos,

especialmente na predição de riscos, utilizando uma variedade de abordagens

metodológicas, como o admetSAR (ALVES, et al., 2023).

A abordagem in silico na pesquisa pré-clínica oferece benefícios, como

tempos de resposta mais rápidos, custos reduzidos e isenção de preocupações

éticas presentes em estudos in vivo. Além disso, tem a capacidade de prever a

toxicidade potencial de uma substância, facilitando a definição de doses para

estudos tanto in vitro quanto in vivo. Esse método proporciona uma alternativa

eficaz na avaliação da toxicologia preditiva (PARTHASARATHI; DHAWAN, 2018).
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A ferramenta de predição farmacocinética, AdmetSAR, realiza o cálculo das

propriedades físico-químicas e as associa com a farmacocinética do composto em

questão fornecendo insights sobre a absorção, distribuição, metabolismo, excreção

e toxicidade da substância no organismo humano (OGIDIGO, et al., 2018).

As empresas farmacêuticas irão exigir todo o estudo toxicológico e

farmacológico, que comprovem as ações na qual se pretende utilizar o futuro

fármaco, bem como avaliações toxicológicas de dose única (aguda) ou de doses

repetidas (PARASURAMAN, 2011). Nos ensaios in vivo, a toxicidade de doses

repetidas tem como objetivo avaliar os possíveis efeitos toxicológicos de uma

substância quando a mesma é administrada em mais doses durante um período

superior a 24 horas. Nos dias seguintes os animais são observados, pelo menos

uma vez ao dia, e ao final eutanasiados para autópsias verificando se houve

alterações nos órgãos, como é preconizado, por exemplo, na OECD 407

(BRASIL, 2004; OECD 407, 2008).

Nos estudos de toxicidade de doses repetidas da OECD 407, pode ser

caracterizado o perfil da substância através da administração repetida durante 28

dias, obtendo informações sobre efeitos tóxicos, bem como órgãos alvos, efeitos

na fisiologia do animal, hematologia, bioquímicas e histopatologia. Ainda,

poderão ser utilizadas 3 doses, sendo a mais alta escolhida com expectativa de

produzir efeitos tóxicos, porém sem causar sofrimento aos animais. As demais

doses, devem ser estabelecidas em um sistema decrescente de intervalos de 2 a

4 vezes (BRASIL, 2004).

Assim sendo, os estudos toxicológicos com drogas vegetais que apresentam

potencial terapêutico são de grande relevância, uma vez que a validação do seu

uso pode significar o uso seguro e a ampliação de novas opções terapêuticas. E,

portanto, diante do potencial antioxidante encontrado nos alcaloides da Sida

rhombifolia, e o desequilíbrio entre o sistema antioxidante e o aumento da produção

de espécies reativas de oxigênio (ERO), surge a necessidade de testar estes

alcaloides, toxicologicamente e farmacologicamente, na perspectiva de verificar

possíveis efeitos tóxicos e promover a prospecção de um medicamento fitoterápico

com atividade cardioprotetora.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

O presente estudo busca avaliar os efeitos farmacológicos e toxicológicos

da fração alcaloídica obtida da Sida rhombifolia.

4.2 Objetivos Específicos

➔ Obtenção da fração alcaloídica (FrAlc) da Sida rhombifolia;

➔ Análise farmacocinética do estudo in silico com o sal da criptolepina e a

criptolepinona, dois alcaloides presentes na fração alcaloídica da Sida

rhombifolia;

➔ Realizar ensaio toxicológico subcrônico em camundongos Swiss machos e

fêmeas em doses repetidas de fração alcaloídica (200 mg/kg), com base na

OECD 407;

➔ Avaliação ponderal e alimentar dos animais tratados com a FrAlc;

➔ Análise bioquímica e hematológica após o tratamento com a FrAlc;

➔ Investigação do efeito cardioprotetor da FrAlc em modelo animal de

cardiotoxicidade induzida pela Doxorrubicina;

5. MATERIAIS E MÉTODOS

5.1 Substâncias teste

Foi utilizado um frasco de cloridrato de Doxorrubicina 50 mg de lote 658138A

da Eurofarma, onde parte foi pesada, reconstituída em água destilada e diluída em

soro fisiológico 0,9% para a indução da cardiotoxicidade, obtendo uma
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concentração de 2 mg/ml, administrado 1 vez por semana, via IP, durante 4

semanas, totalizando uma dose administrada de 8 mg/ml, sendo ajustado para cada

animal de acordo com o peso (0,1ml para cada 10g).

Para o tratamento, foi utilizada a fração alcaloídica da Sida rhombifolia na

concentração de 200 mg/kg reconstituído em DMSO 10%, e administrado 0,5 ml

para cada animal, diariamente, no período de 28 dias. Para a obtenção da fração,

esperamos o período de chuvas iniciar para fazer a coleta da planta e iniciar todo o

processo de produção do extrato etanólico bruto e, a partir dele, a fração de

alcaloides. Todo o processo ocorreu em parceria com a equipe do Laboratório de

Fitoquímica Raimundo Braz Filho (IpeFarM- UFPB).

5.1.1 Produção do extrato etanólico bruto (EEB)

Para a produção do extrato etanólico bruto (EEB), a coleta do material

botânico foi realizada na primeira quinzena do mês de abril de 2023, em Santa Rita -

PB. Um total de 10,8 kg da planta fresca foi coletado e, a partir dessa coleta, foi

retirada uma exsicata da planta, para catalogação e identificação botânica da Sida

rhombifolia, pela Profª Maria de Fátima Agra.

Em seguida, o material coletado foi colocado para desidratar a 40ºC em uma

estufa com ar circulante, por 3 dias. Após secagem, a planta foi submetida ao

processo de trituração, obtendo-se 3,751 kg do pó da planta. O pó obtido foi

submetido ao processo de maceração, utilizando-se como solvente etanol a 95%.

Foram realizadas 5 extrações, com renovação de solvente a cada 72 horas.

Após a maceração, as soluções extrativas obtidas foram concentradas em

evaporador rotativo à pressão reduzida e temperatura entre 40-50 ◦C. . O extrato

obtido foi seco em dessecador, resultando em um total de 400g de EEB, o qual foi

utilizado para obter a fração de alcaloides totais.

5.1.2 Obtenção da fração de alcaloides totais (FAT)

Para a FAT, após obtenção de 400 g de extrato etanólico bruto (EEB) já

concentrado, o mesmo foi solubilizado em alíquotas de HCL a 3% e foi deixado em

agitação mecânica por alguns minutos até completa dissolução. A solução obtida,
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formada por sais de alcalóides, foi levada à filtração no funil de Buchner a vácuo e

com celite. O filtrado foi levado para a ampola de separação, onde adicionou-se

clorofórmio para formar a fase clorofórmica ácida (FCA), que ao ser separada gerou

o extrato etanólico aquoso ácido (EEAA).

Posteriormente, o EEAA foi basificado em hidróxido de amônio (NH4OH), até

obter uma solução de ph 9,0-10,0. Após basificar a solução, esta foi adicionada à

ampola de separação e, foi adicionado clorofórmio para separar a fração de

alcaloides totais (FAT) do extrato etanólico aquoso básico (EEAB). Importante

destacar que, durante a separação, foram feitos os testes de Bouchardat e

Dragendorff, para verificar a presença de alcaloides em alguns momentos e, até o

final da separação, quando já não se observaria precipitados, indicando que não

havia mais a presença de alcaloides na solução testada.

Após isso, tanto a FCA, quanto a FAT, foram lavadas com água destilada

para remover o excesso de ácido e base. Após a lavagem, a FAT foi concentrada

em rotaevaporador e, em seguida, passou pelo processo de secagem em estufa

(por 7 dias).

5.2 Estudo não-clínico in silico

5.2.1 Ensaios Toxicológicos in silico

Para predição teórica dos alcaloides, criptolepinona e sal de criptolepina,

compostos majoritários, presentes na fração alcaloídica da S. rhombifolia, foi

utilizado o software Molinspiration Online Property Calculation Toolkit para triagem in

silico, e a ferramenta admetSAR, visando avaliar as propriedades físico-químicas,

farmacocinéticas, toxicológicas e atividade biológica das substâncias em

importantes alvos farmacológicos de drogas.

Foram calculadas as propriedades moleculares utilizando a regra dos cinco

de Lipinski, no software mencionado acima, que estabelece parâmetros estruturais

relevantes para a predição teórica do perfil de biodisponibilidade oral, tais como:

número de grupos aceptores de ligação hidrogênio (nALH) menor ou igual a 10;

número de grupos doadores de ligação hidrogênio (nDLH) menor ou igual a 5;

massa molecular (MM) menor ou igual a 500 g/mol; coeficiente de partição

35



octanol-água (milog P) menor ou igual a 5; área de superfície polar (PSA) menor ou

igual a 140 (SILVA, 2015).

Para avaliação dos parâmetros farmacocinéticos e toxicológicos teóricos

(ADMET – Absorção, Distribuição, Metabolização, Excreção e Toxicidade)

utilizou-se a ferramenta admetSAR, com o objetivo de analisar a viabilidade das

substâncias a partir de suas propriedades físico-químicas. Os parâmetros avaliados

foram a permeabilidade à barreira hematoencefálica, permeabilidade às células

Caco-2, absorção intestinal, atuação como substratos e inibidores das enzimas do

complexo citocromo P450 e como inibidor do transporte renal de cátions,

relacionados à absorção, toxicidade e metabolização (SOUZA, 2019).

5.3 Ensaios não-clínicos in vivo: Toxicológico e Farmacológico

5.3.1 Delineamento do estudo toxicológico subcrônico

O estudo de toxicidade subcrônico foi baseado nas diretrizes da Organização

para a Cooperação e Desenvolvimento Econômico (OECD 407) que preconiza o

estudo de toxicidade oral, de dose repetida de 28 dias em roedores, no qual ocorre

a condução do estudo de toxicologia não clínica e estudos de segurança

farmacológica para o desenvolvimento de medicamentos (OECD 407, 2008).

Este método fornece insights sobre os riscos potenciais à saúde decorrentes

da exposição à substância em análise, a fração alcaloídica, por administração oral.

A abordagem consiste na administração oral repetida ao longo de um período

limitado (uma dose diária por 28 dias). Este protocolo é direcionado principalmente

ao uso em roedores, com um mínimo de 10 animais (5 fêmeas e 5 machos)(OECD

407, 2008).

A administração do composto em estudo foi realizada por gavagem. O

relatório resultante desse estudo abrangerá observações clínicas e funcionais,

registros de peso corporal e consumo de alimentos/água, além de análises

hematológicas, bioquímicas, e avaliações macroscópicas e histopatológicas durante

uma necropsia.

Após a aprovação do projeto na Comissão de Ética no Uso de Animais

(protocolo 4474200520), camundongos Swiss, sendo 5 machos e 5 fêmeas por
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grupo, receberam um tratamento de 200mg/Kg da fração alcaloídica por via

oral/gavagem (grupo sida). Para o grupo doxo, a doxorrubicina foi reconstituída em

água destilada e diluída em soro fisiológico 0,9%, sendo administrado 1 vez por

semana, via IP, durante 4 semanas, totalizando uma dose administrada de 8 mg/ml.

Para o grupo doxo, foram 6 machos e 6 fêmeas devido a probabilidade de ocorrer

mais mortes.

Após a administração, foram observados os efeitos gerais apresentados

pelos animais, uma vez ao dia, sempre no mesmo horário, nos 28 dias que se

seguiram. Tudo isso, com o objetivo de mapear possíveis alterações toxicológicas

(ALMEIDA et al., 1999).

Dois grupos também com 10 animais (5 machos e 5 fêmeas), cada um, foram

tratados apenas com os veículos salina e DMSO 10% (grupos controles), utilizados

na diluição da doxorrubicina e da fração alcaloídica da Sida rhombifolia,

respectivamente. Assim sendo, o experimento observou comportamento e

parâmetros de cinco grupos de tratamento: O grupo controle salina, o grupo controle

DMSO, o grupo doxo, o grupo sida e o grupo doxo-sida. Diariamente, foram

observados o consumo de água e ração, além da evolução ponderal semanal.

Os parâmetros observados foram: sinais tóxicos de caráter geral, clínicos e

funcionais, mortalidade, peso e consumo de água e ração, hemograma, contagem

de plaquetas e análises bioquímicas do sangue (OECD 407, 2008). Ao fim do

período de observação, todos os animais sobreviventes foram eutanasiados por

meio de uma injeção de cetamina (300 mg/Kg) e xilazina (30 mg/Kg), segundo

recomendação do CONCEA, e em seguida necropsiados.

5.3.2 Consumo de Água, Ração e Peso corporal

Este experimento avaliou o peso corporal, a ingestão de água e ração por

animais machos e fêmeas, diariamente, durante um período de 28 dias. Em 4

tempos, contabilizados como tempo 1 (T1), primeiro dia de experimento, tempo 2

(T2), sétimo dia, tempo 3 (T3), décimo quarto dia de experimento e tempo 4 (T4),

vigésimo oitavo dia e, ao fim do experimento, foi realizado a análise estatística dos

mesmos. Os dados foram obtidos a partir do consumo por caixa de animais, tendo
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em vista que os animais foram alocados em caixas, por grupo de tratamento e, não

em gaiolas metabólicas individuais.

5.3.3 Análise Ecocardiográfica

Para as análises ecocardiográficas, os animais foram pesados e em

seguida levados para o Laboratório de Biotecnologia Celular e Molecular da

UFPB. Antes do exame, os animais receberam via intraperitoneal (ip) os

anestésicos cloridrato de cetamina (70 mg/kg) e cloridrato de xilazina (7 mg/kg).

Em seguida, foi realizada a tricotomia da porção esquerda do tórax dos

camundongos e, posteriormente, foi realizada a avaliação ecocardiográfica nos

animais, nos modos mono (M) e bidimensional (bi), sendo as variáveis analisadas:

o diâmetro diastólico, diâmetro sistólico, septo interventricular, a parede posterior

do ventrículo esquerdo e fração de ejeção. Para realização do exame, os animais

foram postos em decúbito dorsal e foi utilizado o equipamento modelo SonoSite

M-Turbo. Para avaliar as medidas estruturais do coração foram obtidas imagens

em modo monodimensional (modo-M) orientadas pelas imagens em modo

bidimensional, estando o transdutor em posição paraesternal em eixo menor.

A avaliação do ventrículo esquerdo (VE) foi realizada posicionando o cursor

do modo-M logo abaixo do plano da valva mitral, no eixo menor, no nível dos

músculos papilares (DE SIMONE, et al., 1992). A função sistólica do VE foi

avaliada pela porcentagem de encurtamento sistólico ((diâmetro diastólico

diâmetro sistólico) / diâmetro diastólico) e, a partir deste dado foi encontrado o

valor da fração de ejeção (FE). Os métodos utilizados para encontrar a FE foram:

método de Teichholz, método do Delta e o método de Pombo (TEICHHOLZ et al.,

1976; POMBO et al., 1972).

5.3.4 Parâmetros hematológicos

As análises hematológicas foram feitas através do estudo da série vermelha

(eritrograma), branca (leucograma), contagem de plaquetas e pesquisa de

hematozoários. No eritrograma foi realizada a contagem de hemácias, determinação

do hematócrito, da hemoglobina, do volume corpuscular médio (VCM), da
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hemoglobina corpuscular média (HCM), além da concentração da hemoglobina

corpuscular média (CHCM). No leucograma foi feita a contagem global dos

leucócitos e contagem diferencial. Foi utilizado o Analisador Hematológico celular

automático de uso veterinário e as lâminas coradas com panótico rápido para

diferenciação e confirmação de resultados.

5.3.5 Parâmetros Bioquímicos

As análises bioquímicas foram realizadas em amostras de soro. As dosagens

de lactato, uréia, cálcio, magnésio e transaminases: Aspartato Aminotransferase

(AST) e Alanina Aminotransferase (ALT) foram realizadas no analisador bioquímico

automatizado CHEMWELL-T.

5.4 Análise Estatística

Os dados foram organizados em uma planilha e, em seguida, os que

apresentaram natureza contínua foram submetidos ao teste de normalidade de

ShapiroWilk (p>0.05). Os que apresentaram distribuição normal estão

representados por média, desvio padrão e a comparação para entre grupos foi

feita utilizando Análise de Variância (ANOVA) de uma via com post-hoc de Tukey

ou pelo teste T para amostras independentes. Os dados sem distribuição normal

estão apresentados por mediana e intervalo interquartílico. As variáveis do

ecocardiograma, pesagem, consumo de agua e consumo de ração, foram

comparadas entre os tratamentos, tempo de tratamento e sexo, pelo teste de

Friedman, e as variáveis da hematologia e bioquímica foram analisadas pela

anova fatorial. As análises foram feitas no SPSS 20 e para as comparações

adotou-se o nível de significância de 5%.

6. RESULTADOS

6.1 Obtenção da fração de alcaloides da Sida rhombifolia

Após todo o processo de coleta e produção, obtivemos a fração alcaloidica

da Sida, na qual se observou um rendimento de 3,836 g da FAT. As figuras abaixo,
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representam algumas etapas do processo de produção da FAT e a própria fração

obtida.

Figura 13 - Solubilização do EEB com
HCL a 3%.

Figura 14 - Filtração no funil de
Buchner a vácuo, com celite.
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Figura 15 - Formação da FCA e
separação do EEAA.

Figura 16 - Separação da FAT do
EEAB.

Figura 17 - Testes de Dragendorff e Figura 18 - Lavagem da FAT.
Bouchardat.
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Figura 19 - Fração de alcaloides após secagem.

6.2 Dos ensaios in silico

O estudo farmacocinético do sal de criptolepina e da criptolepinona realizado

no programa Molinspiration Online Property Calculation Toolkit nos permitiu observar

que as moléculas estudadas seguem as 5 regras de lipinski (tabelas 1 e 2). A

ferramenta AdmetSAR, nos forneceu informações sobre seus possíveis locais de

absorção, distribuição, metabolização, excreção e toxicidade (ADMET). Diante dos

resultados apresentados nas tabelas 1, 2, 3 e 4, o sal de criptolepina e a

criptolepinona apresentaram positividade para um suposto dano na barreira

hematoencefálica (BBB), bem como para o teste de absorção intestinal humana

(HIA). Além disso, apresentou permeabilidade às células intestinais do tipo Caco-2.

O composto também mostrou não ser substrato da glicoproteína P e nem ser

inibidor da mesma, também mostrou não interferir no transporte renal de cátions

orgânicos. As substâncias apresentaram, ainda, uma distribuição subcelular

mitocondrial e quanto ao metabolismo, não mostraram ser substrato das enzimas

CYP450 2C9, 2D6 e 3A4. Além disso, apresentaram atividade inibitória para as

CYP450 1A2, 2D6 e 3A4, além de apresentarem alta promiscuidade inibitória CYP.

No estudo de toxicidade, a substância mostrou ser inibidor fraco de HERG,

apresentou toxicidade pelo teste de AMES, não foi classificada como carcinogênica,
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não é biodegradável e foi classificada na categoria III de toxicidade oral aguda, com

o sal da criptolepina apresentando uma DL50 de 2.2183 mol/Kg e a criptolepinona

com DL50 de 2.0021 mol/kg.

Tabela 1 - Resultado das propriedades moleculares pelo software Molispiration,
para o sal de criptolepina.

Tabela 2 - Resultado das propriedades moleculares pelo software Molispiration,
para a criptolepinona.

Tabela 3 - Propriedades de classificação ADMET, calculadas no software
admetSAR, para o sal de criptolepina.
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Parâmetros Resultados Valores de referência

nALH 2 ≤ 10

nDLH 0 ≤ 5

milog P 3,86 ≤ 5

Massa molecular 232,29 ≤ 500 g/mol

TPSA 17,83 ≤ 140

Parâmetros Resultados Valores de referência

nALH 3 ≤ 10

nDLH 1 ≤ 5

milog P 2,57 ≤ 5

Massa molecular 248,28 ≤ 500 g/mol

TPSA 37,8 ≤ 140

Modelos Resultados

Absorção

Barreira Hematoencefálica BBB+ (94%)

Absorção Intestinal Humana HIA+ (91%)

Permeabilidade Caco-2 Caco2+ (57%)

Substrato de glicoproteína P NS (64%)



Fonte: Dados da autora em colaboração com o prof. Dr. Abrahão Alves de Oliveira
Filho, 2023. Legenda: I – inibe ; NI – não inibe; NS – não substrato; S – substrato;
NC – não carcinogênico; NB – não biodegradável.
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Inibidor da glicoproteína P NI (90%)

Transportador Renal de Cátions
Orgânicos

NI (59%)

Distribuição

Localização subcelular Mitocôndria
(76%)

Metabolismo

Substrato CYP450 2C9 NS (80%)

Substrato CYP450 2D6 NS (80%)

Substrato CYP450 3A4 NS (63%)

Inibidor CYP450 1A2 I (69%)

Inibidor CYP450 2C9 NI (94%)

Inibidor CYP450 2C19 NI (88%)

Inibidor CYP450 2D6 I (82%)

Inibidor CYP450 3A4 I (64%)

Promiscuidade Inibitória CYP Alta (74%)

Toxicidade

Mutagênese AMES AMES + (86%)

Carcinogenicidade NC (96%)

Biodegradação NB (97%)

Toxicidade Oral Aguda III (74%)

Regressão - DL50, mol/kg

Toxicidade Oral Aguda 2.2183



Tabela 4 - Propriedades de classificação ADMET, calculadas no software
admetSAR, para a criptolepinona.
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Modelos Resultados

Absorção

Barreira Hematoencefálica BBB+ (97%)

Absorção Intestinal Humana HIA+ (99%)

Permeabilidade Caco-2 Caco2+ (61%)

Substrato de glicoproteína P NS (59%)

Inibidor da glicoproteína P NI (72%)

Transportador Renal de Cátions
Orgânicos

NI (60%)

Distribuição

Localização subcelular Mitocôndria
(83%)

Metabolismo

Substrato CYP450 2C9 NS (75%)

Substrato CYP450 2D6 NS (66%)

Substrato CYP450 3A4 NS (53%)

Inibidor CYP450 1A2 I (88%)

Inibidor CYP450 2C9 NI (92%)

Inibidor CYP450 2C19 NI (87%)

Inibidor CYP450 2D6 I (52%)

Inibidor CYP450 3A4 I (55%)

Promiscuidade Inibitória CYP Alta (65%)

Toxicidade

Mutagênese AMES AMES + (79%)

Carcinogenicidade NC (97%)



Fonte: Dados da autora em colaboração com o prof. Dr. Abrahão Alves de Oliveira
Filho, 2023. Legenda: I – inibe ; NI – não inibe; NS – não substrato; S – substrato;
NC – não carcinogênico; NB – não biodegradável.

6.3 Dos aspectos toxicológicos da experimentação in vivo

6.3.1 Curva de Mortalidade

No presente estudo não ocorreram mortes para os grupos controle e para o

grupo que foi submetido apenas ao tratamento com a fração alcaloídica obtida da

Sida rhombifolia. No entanto, obtivemos mortes nos grupos que receberam as

doses cumulativas de doxorrubicina, tanto com os camundongos machos, quanto

os camundongos fêmeas (tabelas 5 e 6). O tratamento com a FrAlc foi capaz de

reduzir em cerca de 50% a morte pela Dox. Os resultados podem ser observados

nas tabelas abaixo.

Tabela 5 - Taxa de mortalidade dos camundongos swiss fêmeas.

Legenda: Foi utilizado um N amostral de 5 animais por grupo, com exceção do
grupo Doxo, que teve um N amostral de 6 animais, devido ao seu potencial
toxicológico.
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Biodegradação NB (98%)

Toxicidade Oral Aguda III (67%)

Regressão - DL50, mol/kg

Toxicidade Oral Aguda 2.0021

Grupos
Experimentais

Taxa de
mortalidade (%)

Controle salina 0
Controle DMSO 0
Grupo Doxo 83,3
Grupo Sida 0

Grupo Sida-Doxo 40



Tabela 6 - Taxa de mortalidade dos camundongos swiss machos.

Legenda: Foi utilizado um N amostral de 5 animais por grupo, com exceção do
grupo Doxo, que teve um N amostral de 6 animais, devido ao seu potencial
toxicológico.

6.3.2 Avaliação do peso corporal e do consumo de água e ração

A ingestão de água e ração foi medida diariamente durante os 28 dias de

tratamento e os animais foram pesados 1 vez por semana. Quanto ao consumo

de ração (gráfico 3), tanto dos machos quanto das fêmeas, não foi possível

observar diferença estatística entre os grupos tratados. Entretanto, no que se

refere ao consumo de água (gráfico 4), foi observado uma redução para o grupo

doxo ao compará-lo com grupo controle salina, tanto nos camundongos machos

quanto nos camundongos fêmeas, no período de 14 e 21 dias. E, ao analisar o

período que totaliza 28 dias de tratamento, foi observado esta redução apenas

nos camundongos machos do grupo doxo em comparação ao controle salina. E,

para o peso corporal dos machos e das fêmeas (gráficos 1 e 2), o software

estatístico mostrou que entre o período de 21 a 28 dias houve diferença

estatística, para os machos e as fêmeas grupo doxo-sida que apresentaram uma

redução do peso, quando comparado aos grupos controles (salina e DMSO) e ao

grupo sida. Os resultados podem ser observados nos gráficos abaixo.

Gráfico 1. Peso corporal dos camundongos machos, dividido por tempo e grupo
de tratamento.
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Gráfico 2. Peso corporal dos camundongos fêmeas, dividido por tempo e grupo
de tratamento.

Gráfico 3. Consumo de ração dos camundongos machos e fêmeas, dividido por
tempo e grupo de tratamento.
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Gráfico 4. Consumo de água dos camundongos machos e fêmeas, dividido por
tempo e grupo de tratamento.

Legenda: O asterisco preto compara as alterações entre os grupos tratados para o
mesmo sexo.

6.3.3 Análise Bioquímica

Ao analisarmos as amostras bioquímicas (gráfico 5), foi possível observar

alterações nos níveis de cálcio e magnésio ao comparar os grupos tratados entre
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si, em tempos de tratamento distintos. No que se refere ao cálcio, podemos

observar que, ao comparar os níveis de cálcio entre as fêmeas dos grupos de

tratamento, o grupo doxo apresenta níveis de cálcio reduzidos, quando em

comparação com o grupo doxo-sida e o grupo sida. E, quando comparamos o

grupo doxo dos machos com o grupo doxo das fêmeas, foi possível observar uma

diferença estatística, a qual mostrou que os machos apresentaram níveis de cálcio

mais elevados que as fêmeas.

No que se refere ao magnésio, houve diferença estatística entre os sexos, a

qual foi possível observar que as fêmeas do grupo sida apresentaram discreta

redução nos seus níveis de magnésio, quando em comparação com os machos

tratados com a mesma fração alcaloídica da Sida rhombifolia. Em se tratando dos

machos do grupo sida e do grupo doxo, é possível observar uma redução nos

níveis de magnésio para o grupo doxo, em relação ao grupo sida.

Gráfico 5. Representação das alterações dos níveis de cálcio e magnésio.

Legenda: O asterisco preto compara as alterações entre os grupos tratados para o
mesmo sexo, e o asterisco verde em destaque compara as alterações entre um
mesmo grupo tratado, mas de sexos diferentes (machos e fêmeas).
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6.3.4 Análise Hematológica

Ao término das análises do perfil hematológico, dos animais controles e

tratados, foi possível observar que a série vermelha apresentou diferenças

estatísticas nos parâmetros como hemácias, hematócrito, hemoglobina, VCM,

HCM, CHCM e plaquetas, tanto para machos, quanto para fêmeas. E, no que se

refere à análise da série branca, não foi possível observar alterações leucocitárias

tanto para machos, quanto para fêmeas.

Nos gráficos abaixo, é possível observar as diferenças e os parâmetros

sendo o asterisco preto para comparar as alterações entre os grupos tratados para

o mesmo sexo, e o asterisco verde em destaque para comparar as alterações

entre um mesmo grupo tratado, mas de sexos opostos (machos e fêmeas).

Quanto à média de valores para as hemácias (gráfico 6), os camundongos

machos do grupo doxo quando comparados ao seu grupo controle (salina)

demonstraram um aumento no número de hemácias. Enquanto que as fêmeas

demonstraram o mesmo aumento no grupo doxo em relação ao grupo salina e, além

deste, as fêmeas do grupo sida apresentaram uma redução do quantitativo de

hemácias, em relação ao seu grupo controle (DMSO).

Gráfico 6. Análise de perfil hematológico para o parâmetro das hemácias.

51



Legenda: O asterisco e o círculo preto comparam as alterações entre os grupos
tratados para o mesmo sexo.

Em relação a média percentual para o parâmetro hematócrito (gráfico 7),

tanto para machos, quanto para fêmeas, o grupo sida apresenta uma redução

percentual para o hematócrito, quando comparado ao grupo DMSO e, quando

compara-se com o grupo doxo também. Enquanto que, para ambos os sexos, o

grupo doxo apresenta um aumento percentual ao ser comparado com o grupo salina

e o grupo doxo-sida. E, comparando machos e fêmeas, observou-se que as fêmeas

do grupo doxo-sida apresentaram uma taxa de hematócrito mais elevada que a dos

machos.

Gráfico 7. Análise de perfil hematológico para o parâmetro hematócrito.

Legenda: O asterisco e o círculo preto comparam as alterações entre os grupos
tratados para o mesmo sexo, e o asterisco verde em destaque compara as
alterações entre os sexos de um mesmo grupo de tratamento.

No que se refere ao parâmetro hemoglobina (gráfico 8), as fêmeas do grupo

doxo apresentaram uma média mais alta ao se comparar com os grupos salina,

doxo-sida e sida. E, ao comparar o grupo controle DMSO com o grupo sida, este

apresentou uma redução na média da hemoglobina. Enquanto que, os machos do

grupo doxo apresentaram uma média mais elevada ao se comparar com os grupos
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salina e doxo-sida. E, comparando machos e fêmeas, observou-se que as fêmeas

do grupo doxo-sida apresentaram uma média mais elevada que a dos machos.

Gráfico 8. Análise de perfil hematológico para o parâmetro hemoglobina.

Legenda: O asterisco e o círculo preto comparam as alterações entre os grupos
tratados para o mesmo sexo, e o asterisco verde em destaque compara as
alterações entre os sexos de um mesmo grupo de tratamento.

Quanto à análise do volume corpuscular médio (VCM) (gráfico 9), os machos

do grupo doxo apresentaram um aumento no tamanho das hemácias em relação ao

grupo salina e ao grupo doxo-sida. No que se refere às fêmeas, o mesmo ocorreu

com as do grupo doxo, as quais também apresentaram um aumento, quando

comparadas ao grupo controle salina e ao grupo doxo-sida. No que tange o grupo

sida, este não apresentou qualquer alteração significativa, quando comparado ao

seu controle (DMSO), tanto em machos, quanto em fêmeas.

Gráfico 9. Análise de perfil hematológico para o parâmetro VCM.

53



Legenda: O asterisco compara as alterações entre os grupos tratados do mesmo
sexo.

Quanto ao percentual médio da hemoglobina corpuscular média (HCM)

(gráfico 10), os machos do grupo doxo apresentaram um aumento peso da

hemoglobina dentro das hemácias em relação ao seu grupo controle salina e ao

grupo doxo-sida. No caso das fêmeas, o mesmo ocorreu para o grupo doxo em

relação ao seu grupo controle salina e ao grupo sida. E, além destes, as fêmeas do

grupo sida mostraram uma redução quando comparado ao grupo DMSO. Já na

análise comparativa entre os sexos, foi possível observar que as fêmeas do grupo

doxo-sida apresentaram um aumento deste parâmetro em relação aos machos do

mesmo grupo de tratamento.

Gráfico 10. Análise de perfil hematológico para o parâmetro HCM.
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Legenda: O asterisco e o círculo preto comparam as alterações entre os grupos
tratados para o mesmo sexo, e o asterisco verde em destaque compara as
alterações entre os sexos de um mesmo grupo de tratamento.

Ao analisarmos a concentração da hemoglobina corpuscular média (CHCM)

(gráfico 11), foi observado que os machos do grupo doxo apresentaram um aumento

na concentração da hemoglobina dentro das hemácias, quando comparado ao seu

grupo controle salina e ao grupo doxo-sida. E, um aumento do grupo sida em

relação ao grupo doxo-sida. O mesmo ocorreu, ao analisar os grupos tratados das

fêmeas.

Gráfico 11. Análise de perfil hematológico para o parâmetro CHCM.
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Legenda: O asterisco preto compara as alterações entre os grupos tratados do
mesmo sexo, e o asterisco verde em destaque compara as alterações entre o grupo
sida e o grupo doxo-sida para os animais de um mesmo sexo.

Ao analisarmos o plaquetograma dos animais (gráfico 12), foi possível

compreender que não houve diferença entre os grupos de tratamento do mesmo

sexo. Porém, foi possível observar uma alteração entre os sexos. Neste caso, foi

observado um aumento no número de plaquetas dos machos do grupo sida, em

relação às fêmeas do mesmo grupo. Além disso, os machos do grupo doxo-sida

apresentaram um aumento quando comparado às fêmeas do mesmo grupo.

Gráfico 12. Análise de perfil hematológico das plaquetas.

Legenda: O asterisco verde em destaque compara as alterações entre os sexos de
um mesmo grupo de tratamento.

6.4 Avaliação Ecocardiográfica

As imagens produzidas pelo ecocardiograma foram processadas e delas

analisados os parâmetros no ventrículo esquerdo (VE), na intenção de acompanhar

o tratamento terapêutico com fração alcaloídica, rica em criptolepinona e sal de

criptolepina (figura 20). A análise diferencial da fração de ejeção foi realizada

utilizando as técnicas de Teichholz, Pombo e o delta (a partir da fração de

encurtamento (FEnc)). Fazendo a análise das frações de ejeção (eixo y),

comparando-as entre os grupos testados e entre os sexos (só machos, só fêmeas
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e entre machos e fêmeas), de acordo com o tempo de tratamento. A partir das

análises, os resultados obtidos não demonstraram diferença estatística

significativa, como pode ser observado nos gráficos abaixo (gráficos 13, 14 e 15).

Figura 20. Imagem gerada pelo Ecocardiograma, demonstrando o septo
interventricular e o pericárdio.

Fonte: Linhares T.S.T, 2023.

Gráfico 13. Fração de ejeção dos grupos controles (DMSO e Sida) e dos grupos
tratados (Doxo, Sida e Doxo-Sida), de machos e de fêmeas, analisadas pelo

método de Teichholz.

Gráfico 14. Fração de ejeção dos grupos controles (DMSO e Sida) e dos grupos
tratados (Doxo, Sida e Doxo-Sida), de machos e de fêmeas, analisadas pelo

método de Pombo.
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Gráfico 15. Fração de ejeção dos grupos controles (DMSO e Sida) e dos grupos
tratados (Doxo, Sida e Doxo-Sida), de machos e de fêmeas, analisadas pelo

método de Delta.

7. DISCUSSÃO

Este trabalho foi realizado com a finalidade de avaliar os efeitos toxicológicos

e farmacológicos da fração alcaloidica da Sida rhombifolia. Diante disso, alterações

em grau de mortalidade, parâmetros clínicos e laboratoriais como, função cardíaca,

peso corporal, hematologia e bioquímica foram realizados e observados, na busca

de obter respostas ou possíveis mecanismos que nos ajudem a chegar nas

respostas.

A análise in silico representa uma abordagem que oferece eficiência em

termos de tempo e despesas para a pesquisa de novos medicamentos. Isso ocorre

porque por meio de softwares computacionais é viável avaliar a potencial atividade

biológica de uma molécula (PARTHASARATHI; DHAWAN, 2018).
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O sal da criptolepina e a criptolepinona, quando analisados, demonstraram

resultados negativos tanto para os parâmetros de inibição, quanto como substrato

da glicoproteína-P (gp-P). A gp-P é uma proteína que está expressa em quase todo

o corpo humano (barreira hematoencefálica, placenta, epitélio intestinal, epitélio

tubular renal, canais biliares, etc), presente na membrana celular sendo responsável

por extrair substâncias tóxicas e xenobióticas para fora da célula (HODGES et al.,

2011).

A glicoproteína-P desempenha um papel crucial no transporte de lipídios,

esteróides e medicamentos, o que é vantajoso, considerando que essa glicoproteína

atua como uma bomba de efluxo para drogas e diversos compostos, modulando a

absorção e distribuição dos fármacos, sendo uma proteína de resistência importante

em muitas células cancerígenas (DYSON et al., 2019). A ausência de interação com

a glicoproteína P minimiza riscos de falhas terapêuticas, além de possíveis

interações medicamentosas, entretanto, substâncias inibidoras da gp-P podem

melhorar a efetividade de quimioterápicos, na terapêutica do câncer, doenças

causadas por microorganismos, entre outros (WANG et al., 2011; TAIMOOR et al.,

2019).

No que tange ao dado em que positiva as substâncias para dano de barreira

(BBB+), isso demonstra que, conforme indicado pelo programa AdmetSAR, o sal de

criptolepina e a criptolepinona, demonstraram a capacidade de penetrar o sistema

nervoso central (SNC), atravessando a barreira hematoencefálica. Para essa

penetração, características cruciais incluem a baixa massa molecular da molécula e

sua lipofilia, ambos atributos identificados nas substâncias em questão e, que

corroboram com os resultados obtidos pela regra dos cinco de Lipinski (DE FALCO

et al., 2016; ROSALES et al., 2019).

Na administração de fármacos, a via oral é a mais prevalente, demandando

que o composto exiba adequada solubilidade aquosa e permeabilidade intestinal

para garantir o efeito terapêutico desejado. A previsão da permeabilidade de

fármacos através de membranas do trato gastrintestinal (TGI) pode ser realizada por

meio de modelos in vitro. As células do tipo Caco-2, originadas de adenocarcinoma

de cólon humano, ao serem cultivadas, diferenciam-se em enterócitos e têm a

capacidade de antecipar a absorção oral de fármacos por meio de transporte

passivo (transcelular e paracelular). Essa abordagem é de notável importância para

a indústria farmacêutica ao explorar o estudo farmacocinético dos fármacos (DE
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SOUZA, FREITAS, STORPIRTS, 2007; OLANDER et al., 2016).

Assim sendo, as moléculas analisadas apresentaram resultados positivos nos

modelos de absorção no intestino humano (HIA+) e permeabilidade em Caco-2

(Caco-2+), indicando uma solubilidade e permeabilidade intestinal satisfatória para

as substâncias, ou seja, uma boa biodisponibilidade (CALADO et al., 2014; REIS et

al., 2015). Além disso, elas apresentaram distribuição mitocondrial, esse dado é

importante tendo em vista que a doxorrubicina, durante seu ciclo redox, forma

complexos chamados Dox-ferro. Estes, convertem os ânions superóxido em radicais

livres que podem ocasionar peroxidação lipídica e disfunção mitocondrial (MINOTTI

et al. 2004; QUILES et al. 2002). Logo, os alcaloides da Sida poderiam atuar,

inibindo esse mecanismo.

As CYP’s fazem parte do sistema citocromo P450 que constitui um grupo de

enzimas monooxigenases associadas à membrana do retículo endoplasmático liso

do fígado e em outros tecidos extra-hepáticos. As enzimas desse sistema,

conhecidas como citocromo P450 (CYP-450), desempenham um papel crucial na

farmacologia de medicamentos e na toxicologia de xenobióticos. Responsáveis pela

metabolização de aproximadamente 75% a 90% dos fármacos em uso atualmente,

as enzimas do CYP-450 desempenham um papel central na biotransformação de

substâncias (DEVLIN, 2002; GOLAN et al., 2014).

As isoenzimas do sistema CYP450, como a CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19,

CYP2D6 e CYP3A4, são as principais responsáveis pelo metabolismo da maioria

dos medicamentos, correspondendo às reações de fase I do metabolismo, para

cerca de 75% dos fármacos (ZHOU SF, 2008; DOLIGALSKI CT, et al., 2012).

Quando medicamentos que afetam essas enzimas são administrados

simultaneamente, podem ocorrer interações que afetam a depuração sistêmica de

um ou de ambos os fármacos administrados. A natureza e a relevância clínica

dessas interações medicamentosas podem variar dependendo da forma de atuação

do fármaco, se ele atua como substrato, indutor e/ou inibidor das enzimas do

CYP450 (CHENG JWM, et al., 2009).

Como resultado do estudo, foi possível observar que a criptolepinona e o sal

de criptolepina mostraram um perfil de inibidoras das CYP450 (1A2, 2D6 e 3A4), os

fármacos que atuam como inibidores de uma enzima específica são capazes de

reduzir a eficácia de sua própria transformação metabólica, assim como a de outros

medicamentos que compartilham a mesma rota metabólica provocando, em alguns
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casos, o aumento da concentração sérica de alguns fármacos aumentando seu grau

de toxicidade (RANG HP, et al., 1995; SILVA AA, et al., 2018). Assim sendo,

podemos sugerir que a fração alcaloídica (a qual contém o sal de criptolepina e a

criptolepinona) poderia aumentar a biodisponibilidade de doxorrubicina na corrente

sanguínea, visto que a doxorrubicina é metabolizada pela CYP450 (3A4) e esta, por

sua vez, é inibida pelas substâncias testadas (THOMSON, 2021; SILVA et al., 2018;

FERREIRA, 2010).

O estudo in silico das substâncias teste (sal de criptolepina e criptolepinona)

também mostrou que as substâncias não positivaram para parâmetros de

carcinogenicidade evidenciando ser uma substância segura (ISMAIL et al., 2018).

No que se refere à mutagenicidade, para o teste de AMES, considera-se

positivo um agente que consegue provocar um aumento reproduzível,

correlacionado com a dose, no número de colônias bacterianas revertentes em uma

ou mais estirpes. No entanto, classifica-se como um agente mutagênico fraco se o

acréscimo no número de colônias revertentes for inferior ao dobro do número de

revertentes espontâneos (MORTELMANS K; ZEIGER E, 2000; EASTMOND DA, et

al., 2009; MARON DM; AMES BN, 1983; CLAXTON LD, et al., 2010). Uma das

vantagens desse teste é a possibilidade de se estabelecer uma relação

dose-resposta (AMES BN, 1983; CLAXTON LD, et al., 2010; AMES BN, et al.,

1973).

Conforme relatado na literatura, a mutagenicidade está intimamente ligada à

carcinogenicidade (XU et al., 2012). Entretanto, em nossos resultados não há um

indicativo de carcinogenicidade pelo in silico, apenas podemos observar que o sal

de criptolepina apresentou 96% de potencial não carcinogênico, todavia, apresenta

86% de potencial mutagênico e, para a criptolepinona, foi obtido um percentual de

97% para o potencial não carcinogênico e 79% para o potencial mutagênico.

Quanto ao teste de biodegradação, este é fundamentado na OECD TG 301C,

proporcionando uma avaliação qualitativa das propriedades de biodegradabilidade

imediata. Construído como um conjunto de regras derivadas do software SarPy, o

modelo, de modo geral, adota uma abordagem conservadora. Na presença de

fragmentos conflitantes, a previsão tende para a não biodegradabilidade imediata.

De forma que, uma substância é categorizada como não-biodegradável se for

identificado pelo menos um fragmento relacionado à não-biodegradabilidade,

mesmo que existam fragmentos biodegradáveis. Dessa forma, uma porção do
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composto será considerada persistente em qualquer circunstância e, portanto, este

será classificado como não-biodegradável (KAR, S.; SANDERSON, H.; ROY, K.,

2020; LOMBARDO, et al., 2014).

A biodegradação pode ser caracterizada por meio de um teste preliminar no

qual uma concentração elevada do composto em questão é empregada, e a

biodegradação é avaliada mediante alguns parâmetros sob condições aeróbicas. A

avaliação da biodegradabilidade de um composto químico é de grande importância

na análise dos efeitos toxicológicos ao longo do tempo. Esse processo é

influenciado por diversos fatores, incluindo as condições ambientais, a estrutura

química do composto em avaliação e a sua biodisponibilidade. Geralmente,

considera-se que, quando 60% de uma substância se degrada em um período de 28

dias, ela é classificada como facilmente biodegradável (LOMBARDO, et al., 2014;

PIZZO, et al., 2013).

No presente estudo, as substâncias se apresentaram como

não-biodegradáveis com percentual em torno de 97% para o sal de criptolepina e

98% para a criptolepinona, corroborando com o fundamento do método. O que

significaria que num período de 28 dias, menos de 60% de cada substância seria

degradada, sendo considerado um produto de difícil biodegradação.

Quanto ao parâmetro de toxicidade oral aguda, o sal de criptolepina e a

criptolepinona, ao serem analisados, exibiram seus resultados como grau III (500

mg/kg < DL50 ≤ 5000 mg/kg), indicando baixa toxicidade.

Singh et al. (2016) conduziram testes in silico com 100 moléculas de

alcaloides, onde apenas 18 compostos satisfizeram todos os critérios ADME-Tox e

as diretrizes de Lipinski. Entre os compostos avaliados, observou-se interação com

a enzima CYP2D6 e CYP3A4, boa permeabilidade de membrana e não

carcinogenicidade. Os alcaloides indólicos analisados não apresentaram alta

toxicidade. Logo, a previsão desse estudo sugere que os alcaloides da Sida como a

criptolepinona e o sal de criptolepina, também podem apresentar baixo risco de

toxicidade.

A avaliação da toxicologia é fundamental na pesquisa pré-clínica de

fármacos, sendo a toxicidade uma das principais preocupações em todas as fases

do desenvolvimento farmacêutico. Assim sendo, os estudos in silico, utilizando

diversos modelos de toxicidade disponíveis em diferentes ferramentas

computacionais, são justificáveis na pesquisa de candidatos a fármacos para a
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terapêutica de algumas enfermidades (STRADA, 2021).

De acordo com os critérios de classificação de toxicidade in vivo da

Comunidade Européia, a não ocorrência de mortes, após administração de um

produto obtido de uma espécie vegetal, em alta concentração e por via oral, indica

um potencial de toxicidade reduzido, para a espécie (BARROS et. al., 2003). No que

tange aos estudos de toxicidade aguda e crônica realizados com o EEB da Sida

rhombifolia e suas frações (dentre elas, a fração hidroalcoólica), foi observado um

indicativo de baixa toxicidade, sendo necessários estudos mais detalhados e de

maior extensão para avaliar qual o grau de toxicidade da espécie, no seu uso

continuado e, nas suas diferentes apresentações (RAMALHO, 2019).

A não ocorrência de mortes relacionada ao uso da Fração alcaloídica, no

atual estudo, corrobora com o estudo toxicológico da fração hidroalcoólica da S.

rhombifolia de Ramalho e col. (2019), no qual não houve mortes, podendo assim

sugerir uma correlação ao baixo grau de toxicidade apresentado.

No presente estudo, também, na utilização da fração alcaloídica oriunda da

S. rhombifolia, observamos que, entre todos os camundongos machos e fêmeas,

para os machos tratados com doxorrubicina, houve uma mortalidade de 100%,

contra 60% da taxa de mortalidade do grupo Doxo-Sida (tabela 6). E, para as

fêmeas tratadas com doxorrubicina, houve uma mortalidade de 83,3%, contra 40%

da taxa de mortalidade do grupo Doxo-Sida (tabela 5). E, para machos e fêmeas do

grupo sida, não foi observada a ocorrência de mortes (tabelas 5 e 6).

Devido à alta taxa de mortalidade, que gira em torno de 50-60%, registrada

em protocolos crônicos de administração de doxorrubicina, foi possível notar que a

fração de alcaloides reduziu a taxa de mortalidade causada pela doxo em

aproximadamente 50% (ANJOS FERREIRA et al. 2007; KELISHOMI et al. 2008;

NEILAN et al. 2007). Estudos mostram que, normalmente, os óbitos começam a

ocorrer entre o quinto e o sétimo dia de tratamento com doxorrubicina a depender

da dose utilizada (LI et al., 2006; NEILAN et al., 2007; NOZAKI et al., 2004).

Corroborando com estes estudos, foi possível observar resultados semelhantes em

nosso experimento.

O uso de agentes quimioterápicos, como a doxorrubicina, tem um

determinado impacto na qualidade de vida das pessoas e, inclusive, na dos

animais (VAIL, 2009). Entretanto, os efeitos colaterais durante o tratamento podem

diminuir a qualidade de vida e até causar o óbito dos pacientes.
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Fundamentalmente, a presença de efeitos adversos e a diminuição da qualidade

de vida podem desencorajar a continuação do tratamento (THAMM; VAIL, 2007).

Entretanto, estudos mostram que substâncias antioxidantes são promissoras em

inibir alguns efeitos cardiotóxicos, induzidos por antraciclinas (ROCHA, VCJ

2010). Logo, podemos sugerir que o efeito antioxidante dos alcaloides da Sida

rhombifolia pode ter relação com a redução do número de mortes no grupo

doxo-sida, se caracterizando de forma importante para a terapêutica clínica.

A avaliação do peso corporal, bem como as análises do consumo de água e

ração são parâmetros importantes para a avaliação de uma substância, no que diz

respeito a sua toxicidade (CUNHA et. al., 2009; FEITOSA et. al., 2015). Isso porque,

as alterações nesses parâmetros são, frequentemente, os primeiros indícios de

toxicidade e efeitos colaterais de uma substância (AULETTA, 1995; TEO et al.,

2002; El-SANUSI & El-ADAM, 2007).

Durante o período experimental, na análise observacional diária, foi possível

verificar que, alguns animais dos grupos de tratamento, doxo e doxo-sida,

apresentaram sintomas como: diarreia, letargia, fraqueza, tremores, dispnéia,

bradicardia, distensão abdominal e aspecto anoréxico. Estes sintomas estavam

presentes nos grupos tratados, já mencionados acima, mas foram predominantes no

grupo doxo. Tais sintomas corroboram com outros estudos em que sintomas como

diarréia, letargia e outras reações adversas foram comumente apresentadas por

pelos animais tratados com antraciclinas, durante o período experimental

(BONADONNA et al. 1970; DERES et al. 2005; SANTOS et al. 2007; ROCHA, VCJ

2010).

Analisando os resultados e a possível existência de efeitos tóxicos, foi

observado que, no período de 14 a 21 dias, ocorreu uma redução no consumo de

água (gráfico 6) no grupo que recebeu apenas a doxorrubicina, quando comparado

ao seu controle (salina) para machos e fêmeas e, ao término de 28 dias, os machos

do grupo tratado apenas com a doxorrubicina, apresentaram uma redução

significativa ao ser comparado com seu grupo controle. E, além deste, o software

estatístico mostra que entre o período de 21 a 28 dias houve uma redução do peso

corporal, para os machos e as fêmeas do grupo doxo-sida, quando comparado aos

grupos controles (salina e DMSO) e ao grupo sida. O grupo sida não apresentou

nenhuma alteração, para estes parâmetros e, também, não reduziu a redução

causada pela doxorrubicina, para o consumo de água e peso corporal.
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A redução do peso corporal e do consumo de água pelo grupo tratado com

Doxo já era prevista, pois alguns estudos apontaram estes sinais clínicos, entre os

diversos efeitos colaterais da doxorrubicina, em roedores (MELO, 2012; VIÉRA,

2015). Contudo, assim como estes, as previsões para o grupo doxo como a do

consumo de ração também era esperada, podendo também ser inferido sob a

perspectiva de ser mais um dos efeitos colaterais deste agente antineoplásico,

estando associado ao seu grande potencial emetogênico, o qual traz consigo a

perda de apetite, além de sintomas clássicos como náuseas, dor, êmese, diarreia e

etc (RIBEIRO, 2019; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2017; VIÉRA, 2015).

O estudo in silico prediz que, as substâncias presentes em nossa fração

alcaloidica (sal de criptolepina e criptolepinona), se apresentaram como inibidoras

da enzima que metaboliza a doxorrubicina, a CYP450 (isoforma 3A4). Logo, na

teoria, aumentariam as concentrações séricas de doxorrubicina e,

consequentemente, seus efeitos colaterais seriam mais exacerbados e durariam

mais tempo (SARANGI et al., 2011; KONATE et al., 2012; CHATURVEDI; KWAPE;

FULUKANI, 2015). Contudo, a predição do software, isoladamente, não é capaz de

definir que as alterações e sintomas no grupo doxo-sida se deram a partir da

inibição da CYP, pois, a clínica deve ser predominante (KWAPE; FULUKANI, 2015).

É importante destacar que, em torno do 21º ao 28º dia experimental, os

animais dos grupos doxo e doxo-sida começaram a entrar em fase de sofrimento,

devido ao protocolo de indução da toxicidade por doxorrubicina e, portanto, visando

o bem-estar animal, como preconiza a CEUA, estes animais foram sendo

eutanasiados a medida que iam apresentando os sinais de dor e sofrimento

(BRASIL - CONCEA, 2018; ROCHA, VCJ 2010). Logo, apesar de alguns sintomas e

características físicas dos efeitos colaterais e dados brutos coletados, serem visíveis

durante nosso estudo, ao analisar os resultados das medianas e intervalos de

quartis de cada grupo (pelo teste de Friedman), não foi possível identificar

significância estatística em alguns parâmetros.

Sabe-se que o tratamento com antraciclinas pode causar efeitos indesejáveis

além da toxicidade cardíaca, como distúrbios eletrolíticos, supressão de medula

óssea, entre outros (ADÃO et al., 2012 e 2013; HAJJAR et al., 2020). Sendo assim,

diante dos parâmetros bioquímicos avaliados, foram observadas alterações apenas

nos níveis dos eletrólitos cálcio e magnésio. De forma que, as fêmeas que

receberam a fração alcaloidica da Sida rhombifolia apresentaram níveis reduzidos
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de magnésio, em relação aos machos tratados com a mesma substância.

Estudos anteriores com a Sida rhombifolia demonstraram alterações

hepáticas caracterizadas pelo aumento dos níveis séricos das transaminases (ALT

e AST), quando comparadas aos grupos controles (ASSAM ASSAM et al., 2010).

Outro estudo preliminar, toxicológico agudo, desenvolvido pelo laboratório de

ensaios toxicológicos da UFPB - LABETOX, com o extrato bruto etanólico (EEB) da

Sida rhombifolia, na dose de 2000 mg/kg (seguindo a OECD 423), demonstraram

alterações enzimáticas, caracterizadas pelo aumento de AST e ALT, que sugere

uma possível hepatotoxicidade e corrobora com o estudo de ASSAM ASSAM et al.

(2010) (RAMALHO et. al., 2019). Entretanto, no estudo da fração de alcaloides, as

alterações das enzimas hepáticas não foram observadas, porém no lugar delas foi

observado uma discreta hipomagnesemia.

Ainda sobre o eletrólito magnésio, foi possível observar que os machos do

grupo doxo apresentaram níveis de magnésio reduzidos, quando comparado ao

grupo sida. Essa hipomagnesemia observada no grupo doxo pode estar associada

às doses cumulativas do quimioterápico doxorrubicina e a diarreia prolongada

causada por ela como efeito colateral já descrito em tópicos anteriores (ADÃO et

al., 2013; RASCHI et al., 2010). Além disso, os sinais e sintomas observados

experimentalmente e já relatados anteriormente, como fraqueza, espasmos e

tremores, também podem ter sido causados pela hipomagnesemia (POLLAK et al.,

2004).

No que se refere ao cálcio, não foram observadas alterações significativas

deste eletrólito para o grupo sida, quando comparado ao seu controle (DMSO). Já

as fêmeas do grupo doxo apresentaram redução dos níveis desse eletrólito,

quando comparados ao grupo doxo-sida e sida. Enquanto que entre machos e

fêmeas, as fêmeas do grupo doxo apresentaram níveis mais reduzidos, em relação

aos machos do grupo doxo.

O cálcio (Ca2+) desempenha um papel fundamental em uma ampla gama de

processos intra e extracelulares em todos os organismos (MIYASHIRO K,

HAUACHE OM, 2002). Dentro das células, o cálcio está principalmente envolvido

na proliferação, diferenciação e movimentação celular, na regulação de várias

funções celulares, como contração muscular, secreção hormonal e metabolismo do

glicogênio, além de servir como mensageiro secundário e cofator enzimático. No

ambiente extracelular, participa de diversas funções vitais, como coagulação
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sanguínea, adesão celular, manutenção da integridade do esqueleto e regulação

da excitabilidade celular (BROWN, EM 1991;1999).

Os sintomas associados à hipocalcemia são predominantemente

neuromusculares, incluindo algumas parestesias, síndromes, broncoespasmo,

tetania, convulsões e prolongamento do intervalo QT no ECG. A gravidade dos

sintomas geralmente reflete a gravidade da hipocalcemia, fato esse, observado em

nosso estudo para o grupo doxo das fêmeas (SHANE, ES 1999).

Diante das alterações bioquímicas observadas, constatamos que entre os

fatores de risco que aumentam a predisposição para toxicidade por doxorrubicina,

variáveis como prevalência no sexo feminino e distúrbios eletrolíticos (mais

especificamente a hipocalcemia e hipomagnesemia) puderam ser observados em

nosso estudo (RASCHI et al., 2010; ADÃO et al., 2013; HAJJAR et al., 2020).

Principalmente a associação destas variáveis no que se refere aos níveis de cálcio.

Também foi possível inferir que a FrAl promoveu a manutenção dos níveis de cálcio

para o grupo doxo-sida, diante da hipocalcemia causada pela doxorrubicina em

camundongos fêmeas. Tal fato foi possível de ser observado na clínica dos

animais, tendo em vista que eles apresentaram uma resposta fisiológica melhor

(sinais e sintomas clínicos mais brandos para letargias, parestesias, entre outros e,

em alguns casos, ausentes) do que o grupo que recebeu apenas a doxorrubicina.

A avaliação dos parâmetros sanguíneos é fundamental para analisar os

riscos associados à administração de certas substâncias em seres humanos. O

sistema hematológico desempenha um papel crucial na detecção precoce de

toxicidade, tornando-se um alvo significativo para substâncias prejudiciais.

Portanto, é uma ferramenta importante para avaliar o estado de saúde física e

patológica tanto em humanos quanto em animais (LI et al. 2010; OLSON et al.

2000).

Em nossa corrente sanguínea, são encontrados três principais tipos de

células originadas na medula óssea: os glóbulos vermelhos, também conhecidos

como eritrócitos ou hemácias, os glóbulos brancos, denominados leucócitos, e as

plaquetas. Em resumo, o conjunto destas células e tudo que as compõem fazem

parte do exame que conhecemos como hemograma (BEUTLER E; WAALEN J,

2006). Assim sendo, ao analisar o hemograma dos nossos animais controles e

tratados, observamos alterações nas hemácias, hematócrito, hemoglobina, VCM,

HCM, CHCM e plaquetas.
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Os indicadores (hemácia, hematócrito e hemoglobina) quando reduzidos

podem caracterizar algum tipo de anemia e, se aumentados, caracterizam

policitemia que significa que há um alto índice de hemácias na circulação sanguínea

(GEORGE-GAY B; PARKER K, 2003; LORENZI, 2006). Considerando a análise

estatística observamos que, mesmo estando dentro dos valores de referência

pré-estabelecidos, ocorreram oscilações quanto ao aumento e redução das taxas

referente aos parâmetros analisados. Assim sendo, a análise destes indicadores

infere que os resultados apresentados pelas fêmeas do grupo sida, ao serem

comparadas com o seu grupo controle (DMSO), nos sugerem uma possível anemia.

Enquanto que o grupo doxo, tanto para machos, quanto para fêmeas, preserva

níveis elevados destes indicadores quando comparado a outros grupos tratados,

sendo sugestivo de policitemia (SCHALM et al., 1975; QUINTON JF, 2005;

QUESENBERRY et al., 2012; TEIXEIRA VN, 2014).

O hematócrito se caracteriza por ser a taxa percentual do sangue que é

ocupado pelas hemácias. Logo, entende-se que cerca de 38 a 50% do nosso

sangue é composto por hemácias (BEUTLER E; WAALEN J, 2006; GEORGE-GAY

B; PARKER K, 2003). Quanto às hemácias, o aumento das suas taxas pode ser

responsável por reduzir o fluxo sanguíneo e causar a formação de coágulos, devido

ao sangue que se torna mais espesso. Assim sendo, como o uso de doxorrubicina

pode ocasionar a formação de coágulos nos vasos sanguíneos, embolia pulmonar

(fatal em alguns casos), entre outros, é possível sugerir que o grupo doxo manteve

seus níveis elevados devido a um dos efeitos colaterais do próprio medicamento

(MARTINS et al., 2011).

Para auxiliar no diagnóstico diferencial de patologias hematológicas, a série

vermelha é composta pelos índices hematimétricos, são eles: Hemoglobina

corpuscular média (HCM), Volume corpuscular médio (VCM) e Concentração da

hemoglobina corpuscular média (CHCM) (LORENZI, 2006).

O volume corpuscular médio (VCM) é considerado um dos principais

critérios para a classificação de anemias, depois da hemoglobina e do hematócrito.

Ele descreve sobre o volume médio (tamanho) dos eritrócitos e, são usados para

predizer se as hemácias são microcíticas, normocíticas ou macrocíticas. Quando

microcíticas, classifica-se em um quadro anêmico. Contudo, só a diminuição do

VCM não pode ser considerada um indicativo de anemia, tendo em vista que ele

depende de parâmetros como o hematócrito e a hemoglobina, alterados de forma
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severa (BESSMAN et al. 1983; MARQUES, 2016).

Juntamente com o VCM, os parâmetros HCM que se caracteriza como o

peso da hemoglobina e, o CHCM que prediz a concentração de hemoglobina no

interior das hemácias, são valores que servem para indicar a quantidade da

hemoglobina na hemácia e, auxiliar na diferenciação das anemias, se são

hipocrômicas ou hipercrômicas (DELOUGHERY T, 2014; GREEN R; MITRA AD,

2017; SAVAGE et al., 2000).

Ao analisarmos nossos índices hematimétricos e compará-los com o que diz

a literatura, o aumento do VCM, HCM e CHCM nos grupos doxo, de ambos os

sexos, pode sugerir a existência de hemácias macrocíticas (DELOUGHERY T,

2014; GREEN R; MITRA AD, 2017; SAVAGE et al., 2000). Um dos efeitos

colaterais que a doxorrubicina pode ocasionar é a supressão da medula óssea,

isso faz com que ela reduza a produção de hemácias, leucócitos e plaquetas em

quantidade adequada para o organismo, porém este dado não foi observado em

nosso estudo (INCA, 2015).

Quanto ao grupo sida, este não apresentou alterações para o VCM, tanto de

machos, quanto de fêmeas. Entretanto, o HCM das fêmeas do grupo sida, se

mostrou reduzido quando comparado ao seu controle. Além disso, as fêmeas do

grupo tratado com doxorrubicina e a fração alcaloidica, demonstraram um aumento

desse parâmetro em relação aos machos do mesmo grupo. As alterações nos

índices de HCM, embora estatisticamente comprovados, não têm implicação clínica

relevante, dado que os resultados estão próximos ou incluídos nos parâmetros de

referência. Essas disparidades podem ser atribuídas à variabilidade biológica entre

os roedores (CASTELLO BRANCO et al., 2011; GIKNIS; CLIFFORD, 2006; LEWIS

et al., 2002).

Quanto às alterações visualizadas para o CHCM, quando em conjunto com o

VCM e HCM e, mesmo com as diferenças estatísticas apresentadas, não se pode

justificar ou diagnosticar como algum tipo de anemia, uma vez que, para que seja

uma anemia se faz necessário que a concentração de hemoglobina também esteja

abaixo da concentração considerada normal para roedores, o que não foi possível

observar em nossos resultados (SPERANDIO et al. 2015).

Apesar dos resultados apresentarem significância estatística para o

plaquetograma, há estudos que indicam que os índices hematológicos dos roedores

podem se assemelhar aos dos humanos, com exceção da contagem de hemácias e
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plaquetas, que tendem a ser bem mais elevadas nos ratos e camundongos

(FEITOSA et al., 2015; SANTANA et al., 2014). Além disso, as oscilações de

redução para as fêmeas e o aumento para os machos podem ser explicadas a partir

da variabilidade biológica, na qual os parâmetros estabelecidos para cada sexo são

mais elevados para o sexo masculino e mais reduzidos para o sexo feminino, nas

devidas proporções (KARAZAWA EHI; JAMRA M, 1989; SÁ et al., 2023).

É importante destacar que, os valores de referência pré-estabelecidos nesse

estudo foram estudados e adaptados a partir de nomes bem avaliados na área de

pesquisa e estudo veterinário (SCHALM et al., 1975; QUINTON JF, 2005;

QUESENBERRY et al., 2012; TEIXEIRA VN, 2014; DE SOUSA BARBOSA et al.,

2017).

Apesar de demonstrarem alta eficácia para o tratamento de alguns tipos de

câncer, as antraciclinas acabam sendo restritas pelo seu potencial cardiotóxico.

Pesquisas indicam uma considerável variação na incidência de cardiotoxicidade,

sendo influenciada pelas definições utilizadas, como regimes de quimioterapia e

pelas características da população de pacientes. A prevalência de insuficiência

cardíaca, causada pelo seu uso, varia de 1% a 5%, enquanto a redução

assintomática da função sistólica do ventrículo esquerdo varia de 5% a 20% (TEI et

al., 1995; MISHRA et al., 2007).

Tradicionalmente, a detecção da cardiotoxicidade causada pela quimioterapia

com doxorrubicina baseia-se na avaliação da função do ventrículo esquerdo (VE),

seja por eletro ou ecocardiogramas, antes e durante o tratamento, utilizando a

fração de ejeção (FE) do VE. Por sua vez, o estudo ecocardiográfico na avaliação

da função ventricular esquerda (VE) é uma das principais aplicações clínicas deste

método diagnóstico (TEI et al., 1995; SAHN et al., 1978; SCHILLER et al., 1989;

KARANTH et al., 2010; SZTECHMAN et al., 2020).

A abordagem ecocardiográfica unidimensional oferece medidas precisas e

padronizadas das dimensões da cavidade e da espessura das paredes do VE no

final da sístole e da diástole, a partir das quais são calculados índices de função

sistólica durante a fase de ejeção, a fração de ejeção, bem como a porcentagem de

encurtamento sistólico da dimensão ventricular esquerda (% ΔD), utilizando para

isso, o método do Delta, Teichholz e Pombo (APPEL et al., 2011; JASSAL et al.,

2009; TEICHHOLZ et al., 1976; POMBO et al., 1972).

A disfunção diastólica devido à toxicidade cumulativa dose-dependente pode
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ocorrer com doses cumulativas equivalentes a 200 mg/m², enquanto a disfunção

sistólica geralmente ocorre com doses acima de 400 mg/m². No entanto, foi

observada disfunção na função diastólica com doses cumulativas tão baixas quanto

120mg/m² (YET; BICKFORD, 2009; GEIGER et al., 2010; NAGY et al., 2008).

Na tentativa de induzir a toxicidade cardíaca, utilizamos uma dose cumulativa

equivalente a 8 mg/kg. Pois, é conhecido que o dano causado pelas antraciclinas

aumenta com doses cumulativas mais elevadas. Administrações repetidas desses

agentes podem ocasionar danos dose-dependentes aos cardiomiócitos, causando

disfunção cardíaca (YET; BICKFORD, 2009; GEIGER et al., 2010; NAGY et al.,

2008; SCHIMMEL et al, 2004; PASSUELLO et al., 2013).

Pontes et al. (2010), descreve um modelo experimental de cardiomiopatia

induzida por doxorrubicina, no qual a dose testada era de 5 mg/kg e, ao fim de 6

meses de tratamento foi concluído que a doxorrubicina induziu a dilatação cardíaca,

constituindo-se como um dos modelos experimentais para cardiomiopatias. De

forma semelhante, Balachandar et al. (2003) descreve a indução de cardiomiopatia

em seu experimento, a partir da administração crônica de doxorrubicina na dose de

1,2 mg/kg/semana, durante 14 semanas.

Entretanto, ao analisar nossos resultados, no que se refere à fração de

ejeção calculada a partir de três diferentes métodos, não foi possível observar

alterações significativas nos parâmetros ecocardiográficos dos grupos tratados,

quando comparados entre si ou aos seus controles. Uma das hipóteses para o

resultado obtido é o tempo de tratamento, visto que há estudos em que as

alterações cardíacas são visíveis numa dose de 5 mg/kg, mas com um tempo de

tratamento de 24 semanas (DUDNAKOVÁ et al., 2003; PONTES et al., 2010).

Contudo, o nosso totalizou 4 semanas, por ser um estudo subcrônico, no qual se

avaliava os efeitos toxicológicos da fração alcaloidica e o seu potencial antioxidante

sobre os efeitos cardiotóxicos da doxorrubicina (FERRO DM, 2019).

Outra hipótese, portanto, seria o próprio método ecocardiográfico utilizado.

Pois, as medidas unidimensionais da fração de ejeção e encurtamento somente

expressam adequadamente a função sistólica global, quando não há alteração nos

segmentos de mobilidade ventricular ou de remodelamento ventricular. Além disso,

a ecocardiografia é um método que tem uma sensibilidade limitada para identificar

mudanças precoces e, contribuem para essa limitação, alguns fatores relacionados

ao próprio paciente, como janela acústica inadequada, e também ao examinador
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(variações intra e interobservador) sendo considerados limitações da técnica(APPEL

et al., 2011; JASSAL et al., 2009; KARANTH et al., 2010).

Portanto, em alguns casos, opta-se por outros métodos, como o

eletrocardiograma para avaliar efeitos agudos e, se há prolongamento do intervalo

QT, ou a ventriculografia radioisotópica, em algumas situações de avaliações

crônicas. Além disso, esses marcadores (FE e FEnc) têm sido associados à

previsão do desenvolvimento tardio de disfunção ventricular e à mortalidade após o

tratamento com doxorrubicina, o que corrobora mais uma vez, com o fato de que o

tempo de tratamento prolongado contribui para o aparecimento das lesões (APPEL

et al., 2011; JASSAL et al., 2009; KARANTH et al., 2010).

8. CONCLUSÕES

Considerando os modelos de toxicidade e o estudo in silico para o sal de

criptolepina e a criptolepinona, pode-se concluir que elas possuem uma boa

biodisponibilidade oral, grau de toxicidade regular (devido a mutagenicidade por

dose-resposta).

Assim sendo, ao fim dos 28 dias de tratamento in vivo foi possível observar

que o uso da fração alcaloidica (200 mg/kg), que esse ensaio corrobora com o

estudo in silico quanto a baixa toxicidade apresentada e, a não ocorrência de mortes

ou sinais e sintomas fora da normalidade, para a dose administrada. Além disso,

não demonstrou nenhuma relevância clínica além de uma hipomagnesemia nas

fêmeas do grupo sida em relação aos machos do mesmo grupo.

Quanto à ação da fração sobre a doxorrubicina e as alterações causadas por

ela, foi possível observar que a doxo promoveu seus efeitos colaterais, um alto grau

de mortalidade e as alterações bioquímicas. Sobre os distúrbios eletrolíticos, a

fração alcaloidica promoveu a preservação dos níveis de cálcio para o grupo

doxo-sida, inibindo a hipocalcemia gerada pela doxo.

No que se refere ao tratamento associado, os grupos doxo-sida tiveram uma

menor taxa de mortalidade, sugerindo que o tratamento com a fração alcaloidica

reduziu esse índice e alguns outros quando comparados aos grupos tratados

apenas com a doxorrubicina.

No que se refere à função cardíaca e o efeito cardioprotetor, não houve
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alterações significativas para a fração de ejeção, dentre os grupos tratados.

Sugerindo ter relação com o tempo de tratamento e o método de detecção utilizado.

9. PERSPECTIVAS

A diferença entre o desempenho de compostos isolados e dos extratos

vegetais é visível, já que os benefícios terapêuticos da planta se baseiam na

sinergia ou antagonismo de outros metabólitos secundários, como terpenos e

flavonoides, fato esse que não é demonstrado no estudo in silico, já que o mesmo

calcula as interações dos compostos de forma isolada. Por isso, os ensaios in vitro e

in vivo são importantes na elucidação dos efeitos farmacológicos da fração.

Logo, outros modelos de cardiotoxicidade devem ser utilizados para avaliar o

efeito cardioprotetor e antioxidante da fração, pois mesmo o ecocardiograma não

mostrando diferenças significativas entre o grupo doxo e o grupo doxo-sida, outros

mecanismos de cardioproteção podem estar envolvidos, tendo em vista o potencial

antioxidante da fração de alcaloides. Além disso, a distribuição mitocondrial destes

alcaloides é um dado que merece ser estudado, diante da atividade antioxidante

relatada.

Portanto, como perspectiva futura, na busca de entender o mecanismo

antioxidante dos alcaloides da Sida, deve-se avaliar o uso de outras metodologias

como o estudo in vitro, eletrocardiogramas de rotina, avaliação da peroxidação

lipídica induzida por doxorrubicina nas mitocôndrias cardíacas, investigar o

mecanismo pelo qual a FrAl preserva os níveis do cálcio, entre outras coisas.
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10. ANEXOS

Anexo I - Tabela com os dados do hematológico

Macho Fêmea

Exame Tratamento Média Desvio
Padrão Média Desvio

Padrão

Hemácias
(Milhões/mm3)

DMSO 8,24 611571.75 8,66 328435.69

DOXO 8,18 470180.82 8,13 172191.75

SALINA 6,66 1440046.30 5,94 477214.14

SIDA 7,17 620620.66 6,85 447202.42

SIDA-DOXO 6,86 1216223.66 7,82 795675.81

Hematócrito (%)

DMSO 48.60 4.34 47.00 2.24

DOXO 46.60 2.30 43.80 1.30

SALINA 34.33 8.96 29.00 1.73

SIDA 40.00 2.92 36.33 02.07

SIDA-DOXO 32.50 6.36 39.67 6.66

Hemoglobina (g/dL)

DMSO 14,86 0,92 15,42 0,69

DOXO 14,88 0,5 14,64 0,32

SALINA 11,93 2,39 10,77 0,85

SIDA 13,52 1,01 12,8 0,4

SIDA-DOXO 11,4 1,98 13,7 1,42

VCM fL

DMSO 56,88 1,11 54,72 1,3

DOXO 57,4 2,41 54,7 0,73

SALINA 52,2 4,16 49,57 1,24

SIDA 56,28a 2,01 53,92 0,81

SIDA-DOXO 47,45 0,92 48,5 5,26

HCM (%)

DMSO 14.86 0.92 15.42 0.69

DOXO 14.88 0.50 14.64 0.32

SALINA 11.93 2.39 10.77 0.85

SIDA 13.52 01.01 12.80 0.40

SIDA-DOXO 11.40 1.98 13.70 1.42

CHCM (pg)

DMSO 56.88 1.11 54.72 1.30

DOXO 57.40 2.41 54.70 0.73

SALINA 52.20 4.16 49.57 1.24

SIDA 56.28 2.01 53.92 0.81

SIDA-DOXO 47.45 0.92 48.50 5.26
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Leucócitos totais
(mm3)**

DMSO 17.98 0.61 17.76 0.41

DOXO 18.20 0.95 17.96 0.28

SALINA 17.93 1.10 18.03 0.32

SIDA 18.82 0.84 18.60 0.75

SIDA-DOXO 17.05 0.78 17.43 1.31

Plaquetas (mm3)

DMSO 1125000.00 49512.62 1238000.00 85839.97

DOXO 1148200.00 89753.55 1118800.00 73903.32

SALINA 945333.33 351824.29 1190333.33 454828.91

SIDA 1360600.00 228641.20 982666.67 66228.90

SIDA-DOXO 1332500.00 296277.74 835000.00 292610.66

- Dados do programa estatístico SPSS20;
- Diferença significativa (p<0.05);

Anexo II - Tabela com valores de referência para o hematológico

** Os leucócitos dos animais, apesar de estarem acima dos valores de
referência, na leitura das lâminas, não foi observado leucocitose aparente que
justificasse o valor. Logo, consideramos os parâmetros como normais, levando em
consideração o perfil de reprodutibilidade e a variabilidade genética dos
camundongos, tendo em vista que também não houve diferença estatística entre os
animais controles e tratados.
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Valores de Referência

Hemácias (Milhões/mm3) 6,60 – 10,70

Hematócrito (%) 33 a 47

Hemoglobina (g/dL) 10,2 a 16,2

VCM fL 42,3 a 56,9

HCM (pg) 10,7 a 17,1

CHCM (g/dL) 29,5 a 35,1

Leucócitos totais (mm3) 5.000 - 12.000**

Plaquetas (μl-mm3) 300.000 - 900.000
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